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Vorlesungsversuch: Hydrieren von Olsiure zu Stearinsdure. 
Von 


R. Feulgen. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat GiefBen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1920.) 








Durch nichts wird das Verhiltnis der Olsiure zur Stearin- 
siure dem Studierenden so klar, wie durch die Verwandlung 
der Olsiure in Stearinsiure vor seinen Augen und durch die 
Beobachtung der Wasserstoffahsorption bei der Hydrierung 
mit katalytisch erregtem Wasserstoff. Da die Olsiure flissig, 
die Stearinsiure aber fest ist, so stellt dieser Versuch zu- 
gleich ein Schulbeispiel fiir diese moderne Hydrierung iiber- 
haupt dar, hat doch das Hydroderivat so handgreiflich andere 
Higenschaften als der ungesittigte Kérper. In Anbetracht 
ferner der Wichtigkeit der ,Hirtung* von Fetten in der Fett- 
industrie, pflege ich den Studierenden die Hydrierung der 
Olsiiure zu zeigen. 

Die Hydrierung erfolgt am besten in Eisessiglésung durch 
Schiitteln in einer Wasserstoffatmosphire in Gegenwart von 
etwas Platinmohr als Katalysator, eine Methode, die von 
Willstatter als sehr allgemein brauchbar eingefiihrt 
worden ist. 

Als Gasbiirette ist ein Azotometer, wie es zur Stick- 
stoffbestimmung nach Dumas gebraucht wird, nach Verschluf 
des Gaseinleitungsrohres, oder ein ahnlicher improvisierter 
Apparat gut geeignet. Als Sperrfliissigkeit dient angefirbtes 
Wasser. Oben triagt die Biirette einen Dreiweghahn, der 
einerseits mit dem durch Hahn verschlossenen Wasserstoff- 
gasometer, andererseits mit dem Schiittelgefaéf} verbunden ist. 


Die Leitung von der Biirette nach dem Gasometer enthalt 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXIV. 1 


2 R. Feulgen, 


noch ein T-Stiick, dessen abzweigender Schenkel mit einem 
Hahn verschlossen und mit einer Wasserstrahlpumpe ver- 
bunden werden kann. 

Als Schiittelgefaif} benutze ich ein einfaches, etwa 20 ccm 
fassendes, an beiden Enden zugeschmolzenes Rohr, das in 
der Mitte ein senkrecht stehendes 12 cm langes Ansatzrohr 
trigt, das sowohl zum Beschicken des Schiittelgefiifes als 
auch zum KEinleiten des Wasserstoffs dient. Das Schiittel- 
gefif} wird mit dem Einleitungsrohr nach oben in eine kleine 
Schiittelmaschine eingeklemmt. Doch ist eine solche durch- 
aus nicht erforderlich, da die Hydrierung — bei Verwendung 
hochwirksamer Katalysatoren — in wenigen Minuten beendet 
ist, und man somit auch mit der Hand schiitteln kann. 

Die Hydrierung erfolgt folgendermaBen: 

In das Schiittelgefif} kommen zuerst 0,1 g Platinmohr 
und darauf (mit Hilfe einer Pipette) eine Lésung von 1 g 
Olsiiure in 10 g Hisessig. Nach Verbindung des Schiittel- 
gefifies mit der Gasbiirette durch einen starkwandigen Gummi- 
schlauch lait man diese sich vollkommen mit Wasser anfiillen, 
stellt sodann den Dreiweghahn so, dafi die mit Wasser ge- 
fiillte Biirette abgeschlossen ist, dagegen eine Verbindung 
zwischen Schiittelgefaif} und Gasometer besteht, und evakuiert 
an dem abzweigenden und mit Hahn versehenen Schenkel des 
in die Gasometerleitung eingeschalteten T-Rohres. Wenn die 
Luft entfernt ist, schlieSt man diesen Hahn, dffnet dagegen 
den am Gasometer befindlichen, so daf} der Wasserstoff jetzt 
das Schiittelgefafi ausfiillt. Nach Drehen des Dreiweghahnes 
auf der Biirette dringt der Wasserstoff auch in die Biirette, 
die man auf diese Weise ganz fiillt, wahrend das Wasser der 
Biirette durch den unten an der Biirette angebrachten Schlauch 
in das KugelgeféB entweicht. Jetzt stellt man den Dreiweg- 
hahn so, daf eine Verbindung zwischen Schiittelgefaf} und 
Gasbiirette besteht, und setzt die Schiittelmaschine in Gang, 
bezw. schiittelt mit der Hand: es beginnt sofort eine lebhafte 
Wasserstoffabsorption, wihrend gleichzeitig im Schiittelgefif 
Stearinsiure sich abscheidet. In hédchstens 5 Minuten ist 
der Prozefi quantitativ beendet. 
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Zur Isolierung des Hydroproduktes erwirmt man das 
Schiittelgefi bis zur Liésung der Stearinsiiure iiber der 
Flamme und filtriert vom Platin ab (Trichter mit Flamme warm 
halten): Beim Abktihlen scheidet sich die Stearinséure in 
farblosen Kristallen ab, die abgesaugt oder auf Ton ab- | 
geprefit werden kénnen. Auch kann man die heifje Stearin- 
siurelésung in heifes Wasser giefien; nach dem Abkiihlen 
schwimmt die abgeschiedene Stearinsdure als feste Platte auf 
der Fliissigkeit. 
Uber die Herstellung eines geeigneten Katalysators habe 
ich kiirzlich an anderer Stelle berichtet?). 
Da Olsiure iiber das itherlésliche Bleisalz leicht in ge- 

niigend reinem Zustande zugiinglich ist, so empfiehlt sich die 
Methode auch als einfache Darstellung von reiner Stearin- 
siure im Laboratorium, zumal mit der Menge des Kataly- 
, sators ganz erheblich herabgegangen werden kann, wenn 

nicht — wie beim Vorlesungsversuch — ein méglichst 

schneller Verlauf der Hydrierung von Wichtigkeit ist. 
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1) Chem, Ber. Bd. 54, 8. 360 (1921). 





Vitamine B (Biokatalysatoren) und Co-Enzyme. 
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H. vy. Euler und A. Pettersson. 
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Die vorliegende Mitteilung schliefit sich, wie eine vor- 
hergehende’), an Versuche an, durch welche Euler und 
Berggren’) gezeigt haben, daf} die Girung lebender Hefe 
durch einen Extrakt von Trockenhefe, in welchem das 
Hardensche sog. Co-Enzym der Girung den wirksamen Be- 
standteil ausmachte, eine Beschleunigung von etwa 100° 
erfahrt. 

Die genannte Beschleunigung lebender Hefe gegeniiber’) 
schien zunichst von ihnlicher Art zu sein wie diejenige, 
welche Euler und Backstrém‘) mit Natriumzymophosphat 
erhalten hatten, und welche von Harden und Young'®) be- 
stitigt werden konnte. 

Von Anfang an war auf den Nachweis Gewicht gelegt 


1) Euler und Laurin, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7, 
S. 28 (1920). — Euler, Laurin und A. Pettersson, Biochem, Zeitschr. 
Bd. 114, S. 277 (1921). 

*) Euler und Berggren, Zeitschr. f. Girungsphysiol. Bd. 1, 8. 203 
(1912). 

3) Gegeniiber Trockenhefe und HefenpreBsaft bestehen wesentliche 
Unterschiede im Verhalten von Co-Enzym und Zymophosphat, wie durch 
die grundlegenden Untersuchungen von Harden und Young gezeigt 
worden ist. 

*) Euler und Backstrém, Diese Zeitschr. Bd. 77, S. 394 (1912). 

5) Harden, Alcoholic Fermentation. London 1914, 
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worden, daf} die Giérungsbeschleunigung durch den Co-Enzym- 
haltigen Hefenextrakt auch ohne Zunahme der Zellenzahl 
stattfindet. Dieses Resultat wurde dann durch zahlreiche Ver- 
suche im hiesigen Laboratorium von verschiedenen Experi- 
mentatoren nachgepriift und bestiatigt') ?). 

Bereits 1912 ist von Euler und Berggren hervorgehoben 
worden, daf} in der Hefe vermutlich mehr als ein Co-Enzym- 
artiger Stoff vorhanden ist. Einige 1914 angestellte Versuchs- 
reihen (1. c. Zeitschr. f. Garungsphys.) schienen dieses Ergebnis 
insofern zu bestitigen, als Zellen gefunden wurden, welche 
sich antiseptischen Mitteln gegeniiber wie lebende Zellen ver- 
hielten, aber sich unter den zur Fortpflanzung geeigneten 
Mitteln nicht vermehrten, so dafs} vermutet wurde, daB solche, 
als ,zymatische* bezeichnete Zellen zwar nicht ihren Giirungs- 
katalysator, aber einen Wachstumskatalysator eingebiifit haben. 

In der vorhergehenden Arbeit von I. Laurin und A. Pet- 
tersson wurde gezeigt, dafi die oben erwiihnte Co-Enzym- 
artige Girungsbeschleunigung lebender Hefe durch Extrakt 
von Zitronen und von Weizenkeimlingen auf Bestandteile dieser 
Extrakte zuriickzufiihren ist, welche weit energischer wirken 
als die Salze organischer Oxysiiuren, deren beschleunigenden 
Effekt Euler und Cassel’) zuerst beobachtet hatten, sowie der 
Brenztraubensiure*) und anderer Ketosiuren®). 

Die Forschungen der letzten Jahre haben gezeigt, dafi 
das aus Hefe isolierte Vitamin, welches nunmehr als Vitamin B 
oder Wachstumsstoff B bezeichnet wird, dem Hardenschen 
Co-Enzym in vieler Hinsicht nahesteht*). Nachdem nun durch 
die Arbeiten von Williams und von Bachmann die Ein- 
wirkung von wasserlislichen Vitaminen auf Wachstum und 
Girung der Hefe studiert und zu quantitativen Vitaminbestim- 


eee 


1) Euler und Heintze, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7, 
S. 21 (1919) und Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 165 (1919). 

*) Euler, Zeitschr. f. techn. Biol. Bd. 7, 8. 155 (1919). 

3) Euler und Cassel, Diese Zeitschr. Bd. 86, S. 122 (1918). 

*) M. Oppenheimer, Diese Zeitschr. Bd. 93, S. 235 (1914). 

*) Neuberg, Biochem. Zeitschr. Bd. 71, 8S. 76 (1915). 

*) Siehe hierzu O. Meyerhof, Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 165 
und Bd. 102, S. 1 (1918). 











6 H. v. Euler und A, Pettersson, 


mungsmethoden ausgearbeitet worden ist, war es uns in Riick- 
sicht auf unsere friiheren Untersuchungen in erster Linie 
wiinschenswert, das Verhiltnis von Wachstums- und Garungs- 
beschleunigung verschiedener wasserléslicher Vitamine, zunichst 
gegen eine Hefenrasse, festzustellen. 

Wir waren uns dabei dariiber vollstindig im klaren, daf 
es sich zunichst nur um orientierende Messungen handeln 
kann, da die Beschleunigung von Wachstum und Girung von 
zahlreichen Faktoren, Zusammensetzung der Niahrlésung, be- 
sonders Natur des Zuckers, Temperatur, Vorbehandlung der 
Hefe usw. abhingig sein muf}. 

Als wesentlichste Aufgabe erschien uns hierbei die Fest- 
stellung, ob die Wirkungen der Vitamine auf Wachstum und 
Girung dadurch miteinander in Beziehung stehen, daf} die 
betreffenden Katalysatoren an der Bildung der lebens- 
wichtigen Enzyme, speziell der Girungs- bzw. Atmungs- 
enzyme, beteiligt sind. 

Was die Nomenklatur betrifft, welche wir in dieser und 
den nachstfolgenden Arbeiten wihlen, so haben wir geglaubt, 
eine Bezeichnung allgemeinerer Art fiir unsere Stoffe bzw. 
Stoffgemische anwenden zu sollen, bis die Zugehérigkeit der- 
selben zu der einen oder anderen der schon definierten Sub- 
stanzgruppen dargetan ist’). Wir bezeichnen also einstweilen 
unsere wirksamen Substanzen als_ ,,Biokatalysatoren“, ohne 
Riicksicht auf ihre Einheitlichkeit oder Herstellungsart, und 
numerieren dieselben empirisch mit B,, B, usw. 

Als Ausgangsmaterial zur Herstellung unserer Biokataly- 
satoren haben uns einige Hefen gedient sowie Zitronen, deren 
Gehalt an wasserliéslichem Vitamin B von Osborne und 
Mendel?) angegeben worden ist, und Weizenkeimlinge. 


') Dies diirfte sich um so mehr empfehlen, als es einstweilen auch 
noch nicht feststeht, ob das ,antineuritische Vitamin‘ mit dem wachstum- 
fordernden, wasserléslichen Vitamin B identisch ist. Vgl. hierzu Mit- 
chell, Journ. Biol. Chem. Bd. 40, S, 399 (1919). — Emmet und Luros, 
Journ. Biol, Chem. Bd. 43 8. 265 (1920). 

*) Th. B. Osborne und Lafayette B. Mendel, Journ. Biol. Chem. 
Bd. 42, S. 465 (1920). 
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Als Hefen haben wir unsere Oberhefe SB II, unsere 
Unterhefe H und Saccharomyces Thermantitonum verwendet, 
und zwar die beiden letzteren Hefen, um eventuell vorkom- 
mende spezifische Wirkungen festzustellen, welche rasseneigene 
Co-Enzyme auf Girung und Wachstum der betreffenden Hefe 
ausiiben. 

In friiheren, von H. Gert und EK. Léwenhamn aus- 
gefiihrten Versuchen') war namlich die gegenseitige Beeinflus- 
sung zweier verschiedener Hefen studiert worden. 

»Die alkoholische Girung der Kulturhefen findet bekannt- 
lich unter der Vermittlung von Aktivatoren statt, unter denen 
das sog. Co-Enzym von Harden und Young am besten be- 
kannt ist. Uber eventuelle Verschiedenheiten dieses Aktivators 
in verschiedenen Hefen ist meines Wissens bis jetzt nichts 
bekannt geworden... Auch iiber spezifische Aktivatoren des 
Wachstums, also spezifische Stoffe, wie das Bios von Wildiers, 
liegen bis jetzt keine deutlichen Angaben vor, obwohl Anhalts- 
punkte iiber die Existenz solcher Stoffe nicht fehlen. Versuche 
mit Vitaminen aus verschiedenen Hefenrassen haben mich ver- 
anlaBt, die in der Literatur vorliegenden Angaben iiber die 
gegenseitige Beeinflussung zweier Hefen nachzupriifen. “ 

Bei dieser Untersuchung hatte sich ergeben, daf} in der 
Mischung solcher Hefen, die in Reinkulturen nicht dem ein- 
fachen Entwicklungsgesetz folgen, gegenseitige Beeinflussung 
des Wachstums auftreten kann; bestimmte Anzeichen fiir 
die Ausscheidung von Aktivatoren oder Paralysatoren des 
Wachstums wurden aber damals nicht gefunden. 


Experimentelles. 


Samtliche Garungen wurden volumetrisch verfolgt, und 
zwar wieder wie in den vorhergehenden Arbeiten in Garkélbchen 
von 50 ccm, welche, durch Gummistopfen sorgfaltig verschlossen, 
sich in einem Wasserthermostaten befanden und durch Ka- 
pillarréhren mit Quecksilberbiiretten in Verbindung standen, 
welche 100 cem CO, aufnehmen konnten. 


‘) Euler, Biochem. Zeitschr. Bd, 75, S. 339 (1916). 
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Der Wasserthermostat konnte saimtliche Parallelversuche 
auf einmal aufnehmen. Der Inhalt der Girkélbchen wurde vor 
Zusatz der Hefe mit CO, gesittigt. Wihrend der Girung wurde 
durch Schiitteln der Kélbchen Ubersattigung an CO, vermieden, 

Die Galaktose, Marke ,Kahlbaum“, war frei von 
Glukose. 

Die Zellenzihlung wurde mit dem Thoma-Zeilschen 
Zihlapparat ausgefiihrt, und zwar wurden stets 3mal je 
40 Flaichenteile gezihlt und die Ergebnisse zu einem Mitte! 
vereinigt. 

Hinsichtlich der Nahrlésung und der Hefenaussaat haben 
wir ihnliche Bedingungen wie R. J. Williams gewiahlt. Die 
Nahrlésung besafi folgende Zusammensetzung: 


EPO, Ot %, CaCl, 0,01 °/, 
MgSO, 0,05 °/, (NH,),8O, 0,1 °/, 
Harnstoff 0,3 °/, Rohrzucker 2 %, 


+- Biokatalysator. 


Die Zugabe von reiner Oberhefe SB II pro Liter betrug 
0,25 g. 5 cem dieser Hefensuspension wurden in 100 ccm der 
zu priifenden Lésung mittels einer sterilen Pipette eingefiihrt. 
In einem Parallelversuch wurde die Zellenzahl unmittelbar ge- 
rechnet, in den Hauptversuchen nach Verlauf von 24 Stunden. 


1. Beschleunigung der Vergérung von Rohrzucker 
und Galaktose durch Zitronensaft und Extrakt von 
Weizenkeimlingen. 


Hinige diesbeziigliche Versuche haben wir bereits friiher 
mitgeteilt. Gréfe und Verlauf der Beschleunigung geht aus 
folgenden Zahlen hervor: 


Zusammensetzung der Versuchslisungen: 


1 g Zucker, 

0,25 g Oberhefe SB II, 

20 ccm Wasser, ° 

5 ccm 5°/,ige Natriumphosphatlésung (py = 5), 
1—3 ccm Extrakt, 


Temperatur 31,5°. 
Der Zitronensaft wurde folgendermafen dargestellt: 
Reife Zitronen wurden ausgepreBt, der Saft filtriert, mit wenig 
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Kaolin enteiweifit, mit Natriumkarbonat neutralisiert und 
wieder filtriert. Saft I, Trockensubstanz per ccm 0,0721 g. 

In spiteren Versuchen wurde der ausgeprefite, filtrierte 
und enteiweifite Saft unter vermindertem Druck bei 30° auf 
1/ seines urspriinglichen Volumens eingedunstet und wieder 
Hierauf wurde wie bei Saft I mit Natriumkarbonat 
genau neutralisiert. Saft Il, Trockensubstanz per ccm 0,2081 g. 

Der Extrakt der Weizenkeimlinge wurde bereitet, indem 


filtriert. 


20 g getrocknete Weizenkeimlinge (etwa 3 


cm Linge) mit 


200 cem Wasser bei 60—70° wiihrend 45 Minuten digeriert 
Nach Filtration wurde der Extrakt enteiweifit und 


wurden. 


neutralisiert. 


(Saft I, Trockensubstanz per ccm 0,0152 g. 


Bei spiiteren Versuchsreihen wurde der filtrierte und entel- 
weifite Extrakt unter vermindertem Druck auf etwa '/, seines 
urspriinglichen Volumens eingeengt, filtriert und mittels Na- 
triumkarbonats genau auf p, = 7 gebracht. (Saft Il, Trocken- 
substanz per ccm 0,0582 g.) 
































Galaktose. Zitronensaft B II,. 
er § | tom + tem | sae 
Stunden | Ohne Zusatz Zitronensaft Zitronensaft (Mittel) 
1 2,8 4,1 5,7 2,2 -10° 
2 8.5 5,8 7,2 — 
3 3,7 6,0 7,8 a 
5 5,9 6,5 8.6 2,2-10° 
20 6,3 17,1 25,5 2,4-10° 
Galaktose. Zitronensaft B II,. 
Stunden | Ohne Zusatz 1 ccm 2 ccm 3 ccm 
1 1,4 4,6 7,0 9,8 
2 2,0 6,1 8,8 12,3 
3 2,2 6,9 9,5 13,4 
5 2,4 7,6 10,6 14,9 
8 2.8 9,2 13,3 18,5 








7,6 





24,9 
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Beim Versuch ohne Zusatz blieb die Zellenzahl inner- 
halb der Beobachtungsfehler wahrend 24 Stunden ungeindert 
2,1-10°%. Bei den iibrigen Versuchen stieg die Zellenzahl im 
Mittel mit 20°/o. 

Ks ist also hier die starke Beschleunigung der 
Galaktosegirung durch den Biokatalysator B, der 
Zitrone fest gestellt. 


Rohrzucker. Zitronensaft I und Weizenextrakt J. 








2 ccm 1 ccm Weizen- 


Stunden | Ohne Zusatz Zitronensaft I{ extrakt I 





1 15,5 20,6 17,9 
2 30,2 39,8 38,0 
3 59,3 75,0 57,8 81,3 
4 81,0 101,4 101,8 
4) 97,7 120,5 121,5 
6 112,5 137,5 144,2 











Beim Versuch ohne Zusatz blieb die Zellenzahl innerhalb 
der Beobachtungsfehler unverdndert 1,7-10°. Bei den Ver- 
suchen mit Zitronensaft und Weizenextrakt wurde eine Zellen- 
vermehrung von etwa 10°/, beobachtet, was die Fehlergrenze 
der Zahlung nur wenig iibersteigt. 


Rohrzucker. Weizenextrakt II. 








Stunden | Ohne Zusatz 1 ccm 2 ccm 3 ccm 
1 14,3 25,2 34,4 49,3 
2 28,8 55,1 77,0 98,0 
3 58,2 86,0 118,5 144,2 
4 80,2 119,7 150,2 175,0 
5 97,5 149,6 172,1 193,2 
6 112,4 174,0 190,0 — 














Die Beschleunigung erreicht hier nur etwa 100°/,. In 
diesem Zusammenhang ist an einen Versuch zu erinnern, den 
O. Meyerhof') in seiner diuferst interessanten Untersuchung 





1) Meyerhof, Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 165 u. Bd. 102, S. 1 (1918). 
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: iiber das Garungscoferment im Tierkérper mit keimenden Erbsen 


t und HefenpreBsaft angestellt hat. Wir werden auf diese 
. Wirkungen im Hefenprefisaft bald ausfihrlich zuriickkommen. 
. 2. Beschleunigung von Wachstum und Girung. 

. Aus den obigen Versuchen ging schon hervor, da% durch 


die Biokatalysatoren B I und B II eine Beschleunigung der 
Girung um rund 100°/o hervorgerufen werden kann, ohne daf 
die Zellenzahl um mehr als 10°/o steigt. Es wurde nun 
versucht, durch geeignete Mengen der Biokatalysatoren und 
Wahl der Versuchsbedingungen gleichzeitig Beschleunigung 
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des Zellenzuwachses und der Giarung hervorzurufen. Man 
fndet die Zuwachsbedingungen auf S. 12 angegeben. In 
volumetrischen Girungsmessungen wire die gleiche Hefenmenge 
zu klein gewesen; es mufite mit der 100fachen Hefenmenge 
gearbeitet werden. 

Da iiber den Giarungsverlauf nichts Besonderes zu be- 
merken ist, beschriinken wir uns darauf, die fiir die Zeit von 
24 Stunden gefundenen Zuwachse der Zellenzahlen und die 
entwickelten Kohlensiiuremengen graphisch anzugeben. 


Zu Figur 1 ist zu bemerken, daf} die Beschleunigung des 
Zellenzuwachses nicht wie in dem von Williams!) angege- 
benen Versuch proportional der Konzentration des zugesetzten 


”) R. J. Williams, Journ. Biol. Chem. Bd. 42, S. 261 (1920). 
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Biokatalysators ist, sondern daf die Beschleunigung mit zu- 
nehmender Konzentration von B IL abnimmt. Das Gleiche 
hat sich bei allen Versuchen iiber Girungsbeschleunigung er- 
geben, und dort in noch héherem Grade. Es wire denkbar, 
dafi diese Abweichung von der Proportionalitét durch Hem- 
mungsstoffe veranlafjt wird, welche als Verunreinigungen im 

Extrakt B II enthalten sind. 
Indessen erhielten wir die gleiche Kurve fiir die Girungs- 
beschleunigung auch mit Hefenextrakt (hier als Biokatalysator 
B II bezeichnet), und zwar 



























KS sowohl mit dem enteiweifiten 
S Fig.2. aS Extrakt selbst (10 g Trocken- 
D4p | ME | hefe auf 200 ccm Wasser) als 
& So mit dem daraus dargestellten 
S Praparat B Hla, welches durch 
S | Alkoholfallung in der von 
& Euler und Berggren be- 
S schriebenen Weise gewonnen 
8 wurde. 
= Mit diesem Priparat B IIa 

wurde dagegen hinsichtlich der 
Beschleunigung des Zellenzu- 
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wachses vollkommene Propor- 
tionalitét erzielt. 

Der erwaihnte Mangel an Proportionalitiit zwischen zuge- 
setzter Menge Biokatalysator und erreichter Beschleunigung 
macht natiirlich einen Vergleich zwischen den prozentischen 
Wirkungen auf Zellenzuwachs und Girung schwer; jedenfalls 
macht dieser Umstand eine gréfere Reihe von Versuchen er- 
forderlich. 

Vollends ausgeschlossen erwies sich — wenigstens bis 
auf weiteres — die Ermittlung absoluter Zahlen fiir die bei- 
den studierten Effekte, als es sich zeigte, dafi bei einer an- 
deren Hefe, Unterhefe H, das Verhiltnis des relativen Zellen- 
zuwachses und der relativen Girungsbeschleunigung ein ganz 
anderes war, als bei der Oberhefe SB IJ (siehe Fig. 1 und 2, 
Kurven H). 





[6 jm} 
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Figur 2 gibt die Giérungsbeschleunigung an und be- 
gieht sich auf eine Normalgirung (ohne Zusatz) von 100 ccm 
(Zeit 135 Minuten). 

Die Ergebnisse liefien vermuten, dafi der physiologische 
Zustand der Hefe die studierten Effekte wesentlich beeinfluBt 
insofern, als Hefezellen, vor sie der Autolyse anheimfallen, das 
Co-Enzym, also hier den Stoff B III, an die Lésung abgeben 
und so den Gehalt der Lésung an Biokatalysatoren erhdhen. 
Die diesbeziiglichen Versuche haben noch zu keinem sicheren 
Resultat gefiihrt. Es ergaben sich hieraus aber weitere Ver- 
suche an getrockneter Hefe, zunichst nur hinsichtlich der 
Girungsbeschleunigung. 


3. Girungsbeschleunigungen an Trockenhefe und 
Dauerhefe. 


Hier konnte nun festgestellt werden, dafi der Co-Enzym- 
gehalt der Trockenhefe, wenigstens in den von uns unter- 
suchten Fillen, nicht demjenigen entspricht, welchen die 
eigentlichen Gairungsenzyme in maximo verwenden kénnen. 

Es wurde zuniichst hierzu der rohe, enteiweifite Extrakt 
von Trockenhefe H (10 g auf 200 ccm Wasser) verwendet 
und als girfaihiges Agens die gleiche Hefe, welche nach Ab- 
pressen auf einen Wassergehalt von 72—70°/o in diinnster 
Schicht bei Zimmertemperatur getrocknet worden war. 

Die zuerst erhaltenen Garungsbeschleunigungen waren 
geringer als diejenigen, welche mit lebender Hefe gewonnen 
worden waren, und stark wechselnd. Figur 3 gibt eine Ga- 
rungskurve wieder, welche nach Zusatz von 1 cem B III ge- 
wonnen worden war; man findet nach 6 Stunden eine Beschleu- 
nigung von etwa 55°/o. Es ist einleuchtend, daf} der ,,Co- 
Enzym*-Gehalt der getrockneten Hefe selbst dieses Ergebnis 
in héchstem Grade beeinfluft. 

Viel wichtiger erscheint uns der Umstand, daf auch 
durch den Extrakt von Weizenkeimlingen eine wesentliche 
Girungsbeschleunigung hervorgerufen wird (siehe Kurve B II), 
und ebenso, wenngleich in geringerem Grad, durch B I (siehe 
die betr. Kurve). Es zeigt dies, daf die Enzymbildung in der 
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lebenden Zelle nicht die einzige Ursache der Girungsbeschleu- 
nigung durch die Biokatalysatoren ist. 


Beschleunigungen, die bis 100 °/, gehen, werden auch 
mit alkoholbehandelter Trockenhefe erhalten. Ein durch 


reinen Alkohol lésliches Hefenvitamin A beeinfluft die Gi- 
rung nur wenig. 
Uber die besonders auffallenden Wachstumskatalysen an 


Dauerhefen durch Zusatz von Weizenvitamin wird besonders 
berichtet. 





$0 | 
= Fig, 2. Ay 
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Die quantitativen Ergebnisse sind hier, wie schon erwiihni, 
und wie auch zu erwarten war, sehr wechselnde. Die Er- 
wartung, da die Effekte stairker werden, wenn der Trocken- 
hefe das Co-Enzym durch Extraktion zum Teil entzogen wird, 
bevor sie als Garagens zur Verwendung kommt, hat sich be- 
stiitigt. Mit der Untersuchung vollkommen ausgewaschener 
Trockenhefe ist Herr Th. Tholin im hiesigen Laboratorium 
beschaftigt. 

Hier sei nur darauf hingewiesen, da ein nicht unwesent- 
licher Teil des Co-Enzyms der Hefe auch bei gelinder Trock- 
nung verloren geht. 
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4, Versuche tiber spezifische Wirkungen von B III. 


Es ist eingangs (S. 7) erwihnt worden, dafi der eine 
von uns friiher Wachstumsbeschleunigungen an einer Kombi- 
nation zweier lebender Hefen gefunden hat. Dieses Ergebnis 
lieS es als méglich erscheinen, dafi die Stoffe B III auf Hefen, 
abgesehen von ihrer allgemeinen Wirkung, noch einen spezi- 
fischen Reiz ausiiben. 

Es wurde daher der aus unserer Unterhefe H gewonnene 
Stoff B III in Lésung (1 ccm der gleichen Darstellung wie 
oben erwihnt) teils auf Saccharomyces Thermantitonum, teils 
auf Unterhefe H unter den gleichen Bedingungen wirken ge- 
lassen. Die Zuwachsvergréferung war in beiden Fallen ziem- 
lich gleich, nimlich innerhalb 24 Stunden 32 resp. 37%. Die 
Girungsbeschleunigung von Saccharomyces Thermantitonum 
betrug mit 1 ccm B III aus Unterhefe H 45°/o; zur Herstellung 
des entsprechenden Extraktes aus Saccharomyces Therman- 
titonum reichte die uns zur Verfiigung stehende Kultur nicht 
aus. 


5. Einwirkung von B If und B I auf die Enzym- 
bildung. 


Die Versuche des Abschnittes 3 haben gezeigt, dafi der 
girungsbeschleunigende Einflufs der Biokatalysatoren nicht 
ausschlieSlich dadurch zustande kommen kann, dai} eine er- 
hohte ,Zymase“-Bildung in den lebenden Zellen eintritt. 
Immerhin war es méglich, daB sich auch ein solcher HinfluB 
neben dem oben beschriebenen Effekt geltend macht. Um 
dariiber einen Anhaltspunkt zu gewinnen, wurde folgender- 
mafjen verfahren: 

Oberhefe SB II wurde unter den S. 8 angegebenen 
Umstiinden in der Nihrlisung teils (a) ohne Zusatz von B II, 
teils (b) nach Zusatz von 5 ccm B II-Liésung in 3 Literkolben 
kultiviert, wobei jedoch die 15fache der S. 8 angegebenen 
Hefenmenge verwendet wurde. Die Hefe wurde aufgesammelt 
und auf Ton getrocknet. Die eine Hilfte (I) der Hefe wurde 
in Trockenhefe verwandelt, die andere Hialfte (II) wurde frisch 
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zum Girversuch verwendet. Die in dieser Weise dargestellten 
4 Hefenproben wurden gleichzeitig untersucht. Die Figur 4, 
welche wieder die Girungsbeschleunigung in ccm CO, (ber, 
auf Normalgirung 100 ccm) angibt, zeigt das Resultat: 
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Die prozentische Girungsbeschleunigung bei Ia und b ist 


rund 30°  niedriger als bei Ifa und b. Man konnte dies als fal 
ein Anzeichen fiir Zymasebildung ansehen; da indessen die da 
Beschleunigung bei getrockneter Hefe von uns immer geringer Ri 
gefunden wurde als bei frischer Hefe, so kann das Ergebnis Ni 
noch nicht als endgiiltiges betrachtet werden. : 
Nachtrag bei der Korrektur: Nach Einsendung dieser 
Mitteilung kam die eben erschienene Arbeit von 8, Frankel mm 
u. Schwarz zu unserer Kenntnis (Biochem. Zeitschr. Bd. 112, ke 
S. 203; ausgeg. 28. Dez. 1920), in welcher ebenfalls die ga 
Garungsbeschleunigung zur Vitaminbestimmung benutzt wird. A 
lic 

ve 






























Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XI. Mitteilung. 

Uber die Einwirkung menschlichen Leberextraktes auf 

Nucleoside (Guanosin, Adenosin, Xanthosin), 


Von 


S. J. Thannhauser und Berta Ottenstein. 


(Aus der II. med. Klinik [F. Miiller] Mtinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Januar 1921.) 





Die einzelnen Phasen des intermediiren Nucleotidstoff- 
wechsels kénnen nur im Organversuch studiert werden. Die 
experimentellen Grundlagen des Organversuches zum Studium 
des Purinstoffwechsels sind in den klassischen Arbeiten Hor- 
bacewskis gegeben. In zahlreichen Arbeiten (Spitzer, 
Wiener, Schittenhelm, Jones, Wiechowski) wurden die 
Versuche Horbacewskis weiter ausgebaut. Schittenhelm 
fait das Ergebnis seiner Untersuchungen dahin zusammen, 
da die Nucleinsiuren im intermediiren Stoffwechsel (Mensch, 
Rind, Schwein, Hund) durch ein nucleolytisches Ferment, 
Nuclease (Iwanoff, Araki, Sachs) in ihre Bausteine zer- 
legt und die so entstehenden Aminopurine, Adenin und Guanin 
durch ein desamidierendes Ferment (Purindesamidase) in Hypo- 
xanthin und Xanthin verwandelt werden. Hypoxanthin und 
Xanthin werden durch die Wirkung eines oxydierenden Fer- 
mentes (Xanthinoxydase) zu Harnsiure oxydiert. Jones 
konnte im Gegensatz zu Schittenhelm in menschlichen Or- 
ganen nur ein guanindesamidierendes Ferment feststellen, 
Adenin bleibt nach den Angaben von Jones durch mensch- 
liche Organextrakte unverindert. Jones nimmt daher zwei 
verschiedene Purindesamidasen (Guanase und Adenase) an. 


Ob die von den Autoren festgestellten purindesamidierenden 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 2 
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und oxydierenden Fermente spezifische Purindesamidasen und 
Purinoxydasen sind, ist bisher nicht erwiesen. Da die Purin. 
desamidierung eine einfache, hydrolytische Desamidierung ist, ist 
es sehr wohl moglich, daf} sie durch unspezifische hydrolytische 
Fermente, die in fast allen Organen zu finden sein diirften, 
bewirkt werden kann. Das gleiche gilt auch fiir die Spezifitat 
des xanthinoxydierenden Fermentes (Xanthinoxydase). Nach 
den bisherigen Ergebnissen ist es wahrscheinlich, da® bein 
Abbau der Aminopurine im intermediiiren Stoffwechsel der 
zeitliche Ablauf der Reaktionen in der Reihenfolge zuerst Des- 
amidierung, dann Oxydation erfolgt, da Dioxyaminopurine weder 
im Organ- noch Stoffwechselversuch entstehen. Nicolaier 
glaubt zwar Dioxyaminopurin nach Injektion von Adenin bei 
Ratten in Kristallform in der Niere festgestellt zu haben, aber 
schon das anormale Auskristallisieren dieser Substanz im 
Nierengewebe spricht gegen das physiologische Auftreten eines 
Dioxyaminopurines im intermediiiren Stoffwechsel. 
Thannhauser und Bommes und Severin sahen nach 
subkutanen Einspritzungen der Nucleoside (Guanosin und 
Adenosin beim Menschen, die diesen Substanzen entsprechende 
Menge von Harnsiiure zu 70—100°/o im Harn wieder er- 
scheinen. Aus diesen Untersuchungen ist zu entnehmen, dati 
die Harnsiiure das Stoffwechselendprodukt des menschlichen 
Nucleinstoffwechsels ist, und dafi im intermediiiren Stoffwechsel 
der Abbau des Adenins im Gegensatz zu den Organversuchen 
von Jones gelingt, sofern das Adenin noch in der in den 
Nucleinsiiuren priformierten Nucleosidbindung zum Abbau 
vorliegt. Es lag daher die Annahme nahe, dafi die Desami- 
dierung und die Oxydation der Purine im intermediiren Stofi- 
wechsel sich bei intakter Nucleosidbindung vollziehe und viel- 
leicht erst beim Auftreten eines bisher hypothetischen Harn- 
siiurenucleosides die Purinzuckerbindung infolge der Unbe- 
standigkeit der Oxypuringlykoside auseinanderfalle. Von dieser 
Vorstellung ausgehend haben wir versucht, die Nucleoside 
Guanosin, Adenosin und Xanthosin!) mit Leberextrakt zu des- 





1) Dargestellt nach den Angaben von P, A. Levene und Jacobs. 
(Abderhalden, Handb. der phys.-chem. Arbeitsmethoden.) 
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amidieren und zu oxydieren, um auf diesem Wege zu den 
erwarteten Oxypuringlykosiden zu gelangen. Unsere Erwar- 
tungen haben sich nicht erfiillt. Schon nach kurzdauernder 
Einwirkung des Leberbreies (15’ unter Luftzutritt) sind als 
Reaktionsprodukte freies Xanthin und Harnsiure nachzuweisen, 
freie Aminopurine (Adenin oder Guanin) wurden hingegen 
nicht gefunden. Wir haben die Einwirkung des Leberextraktes 
go zeitig unterbrochen, daf} neben Xanthin und Harnsidure 
noch geringe Mengen des Ausgangsproduktes (Adenosin und 
Guanosin) in der Organfliissigkeit nachzuweisen waren. Ein 
als Zwischenprodukt aufgetretenes Oxypuringlykosid hatte bei 
dieser Versuchsanordnung in der Reaktionsfliissigkeit noch vor- 
handen sein miissen. Die Purinzuckerbindung bleibt somit 
bei der Desamidierung und Oxydation nicht bestehen. In 
gleichem Sinne sprechen auch die Versuche von Levene und 
Medigrekanu, die bei Einwirkung von Leberprefsaft auf 
Nucleoside die optische Aktivitét der Reaktionsfliissigkeit in 
kiirzester Zeit zuriickgehen sahen. Da aber in unseren Ver- 
suchen beim Digerieren von Adenosin und Guanosin bei noch 
so kurzer Versuchsdauer weder freies Adenin noch Guanin 
entsteht, diirfte die Schlufifolgerung berechtigt sein, da gleich- 
zeitig mit der Desamidierung (vielleicht infolge der Desami- 
dierung) die Nucleosidbindung auseinanderfallt. 

Soweit es erlaubt ist, aus Organversuchen auf den inter- 
mediiiren Stoffwechsel zu schliefen, diirfen wir unsere Ver- 
suchsergebnisse dahin deuten, daf} auch im intermediiéren 
Stoffwechsel die Desamidierung und Oxydation der Nucleoside 
nicht bis zum Xanthosin bei intakter Nucleosidbindung vor 
sich geht. Es diirfte wahrscheinlich sein, daf} auch im Stoff- 
wechsel gleichzeitig mit der Desamidierung (vielleicht infolge?) 
die Purinzuckerbindung auseinanderfallt. Ein evtl. Einwand, 
daB die Purinzuckerbindung schon vor der Desamidierung 
durch ein nucleolytisches Ferment gelést worden sein kénnte, 
scheint uns deshalb unberechtigt, da wir in unseren Versuchen 
niemals freie Aminopurine, sondern nur die zugesetzten Amino- 
puringlykoside und freie Oxypurine fanden. Mit diesem Er- 
gebnis deckt sich auch die auf Grund der Stoffwechselversuche 
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mit Guanosin und Adenosin von dem einen von uns geauberte 
Ansicht, dafs beim intermediiiren Abbau der Nucleinsiiuren 
die freien Aminopurine Adenin und Guanin nicht als physiolo- 
gische Zwischenprodukte auftreten. 


Experimenteller Teil. 


Die Leber wird méglichst rasch nach dem Tode (*/, Stunde) 
der Leiche entnommen, von anhaftendem Blut und Galle 
befreit und in kleinen Stiickchen durch die Zerkleinerungs.- 
maschine getrieben. Der Leberbrei wird in Wasser auf. 
geschwemmt (auf 800 g Leberbrei 1600 ccm dest. Wasser) 
und in einem grofien Glasstutzen 16 Stunden mit der Riihr- 
maschine turbiniert. Die Aufschwemmung wird alsdann durch 
ein feines Kolliertuch filtriert und mit wenig Wasser nach- 
gewaschen. Das Filtrat ist triib, jedoch frei von festen Bei- 
mengungen. Die Gesamtmenge Filtrat betrigt 1800 ccm. 

Je 600 ccm des Filtrates werden mit 1,5 g Nucleosid (je- 
weils Adenosin, Guanosin oder Xanthosin), das in 300—500 ccm 
Wasser geldést wurde, versetzt und in drei Filtrierstutzen ge- 
geben, die mit Gummistopfen und Luftzuleitungsrohr ver- 
schlossen werden. In jeden Stutzen wurden 20 ccm Chloro- 
form und einige Tropfen Oktylalkohol zur Vermeidung des 
Schiumens zugegeben. Die Luftzuleitungsréhren werden durch 
T-Rohre aneinandergekoppelt und mit einem kleinen Filtrier- 
stutzen, der mit Chloroform gefillt war, derartig verbunden, 
daf die durch die Zuleitungsréhren eingesaugte Luft den mit 
Chloroform gefiillten Stutzen passieren mufite. Auch die drei 
seitlichen Ansitze der Filtrierstutzen wurden mit T-Rohren 
aneinandergekoppelt und gemeinsam an eine Wasserstrahl- 
pumpe geschnuallt, so da®B durch das Offnen der Saugpumpe 
ein langsamer, gleichmibiger Luftstrom nach Passieren der 
Chloroformvorlage durch die 3 Stutzen durchgesaugt wurde. 
Die 3 Stutzen standen wihrend des Versuches in einem ling- 
lichen Wasserbad, dessen Temperatur auf 39° eingestellt war. 
Durch diese Versuchsanordnung ist es méglich, die Versuche 
in den verschiedenen Stutzen beliebig lange gehen zu lassen. 
Man braucht nur einen Stutzen herauszunehmen und den 
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Koppelungsschlauch abzuklemmen. Nach Unterbrechung des 
Versuches wird die Fliissigkeit in einen Emailtopf (Glasgefii 
ist wegen des Anklebens des koagulierten Eiweifies zu ver- 
meiden) gegossen, zum Sieden erhitzt, mit ca. 5 ccm verdiinnter 
Essigsiure bis zur schwachsauren Reaktion versetzt und vom 
Koagulat abfiltriert. Zur vollstandigen Enteiweifiung gaben 
wir nach dem Erkalten noch kaltgesiittigte Uranylacetatlésung 
(1,5%o) zu. 920 ccm Filtrat benétigen 370 ccm Uranylacetat- 
lésung. In Vorversuchen an reinen Nucleosidlésungen haben 
wir festgestellt, daf} bei einer derartigen Verdiinnung keine 
Nucleoside durch Uranylacetat niedergeschlagen, dafi aber 
etwa bei dem Versuch aus der Leber entstandene Nuclein- 
siuren durch das Uranylacetat gefallt wiirden. Nach 12stiin- 
digem Stehen wird vom Uranylniederschlag abfiltriert und das 
Filtrat im Vakuum auf ca. 800 ccm eingeengt. Die Fliissig- 
keit wird nun zur Isolierung der Nucleoside und Purine nach 
Kriiger-Schmidt gefallt. In Vorversuchen konnten wir 
feststellen, dafi} die Fillung nach Ludwig-Salkowski mit 
ammoniakalischer Silbernitratlésung die Nucleoside in stark- 
verdiinnter, wasseriger Lésung nur unyollstindig fallt und 
deshalb fiir diesen Zweck nicht geeignet ist. Zudem ist es 
unvermeidlich, dafi beim Zersetzen des Silberniederschlages 
mit H,S infolge des mitgefallten AgCl die Reaktion der Fliissig- 
keit mineralsauer wird, was eine Aufspaltung der Nucleoside 
zur Folge haben wiirde. Zur Fallung nach Kriiger-Schmidt 
wurde die Fliissigkeit (800 ccm) mit 200 g Natriumacetat und 
480 g Natriumdisulfitlésung versetzt, aufgekocht, zur siedenden 
Liésung 640 ccm 10% ige CuSO, zugegeben und 3—4 Minuten 
im Kochen erhalten. Der Kupferniederschlag wird heif fil- 
triert und bis zum Verschwinden der lackmussauren Reaktion 
ausgewaschen. Hierauf spritzt man nach dem Durchstofen 
des Filters den Niederschlag quantitativ in einen Erlenmayer, 
so daf} die Fliissigkeitsmenge ca. 500 ccm ist, versetzt in der 
Hitze mit H,S und filtriert hei8 vom Kupfersulfid ab. Die 
Trennung der freien Purine und der Nucleoside in dem Filtrat 
geschah durch Fillung der kochenden Fliissigkeit mit heifem, 
bas. Bleiacetat und darauf folgender Fallung des Filtrates mit 
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bas. Bleiacetat und Ammoniak. Hierbei sollten die freien 
Purine im ersten Bleiniederschlag und die Nucleoside in der 
ammoniakalischen Bleifallung sich befinden. Die Trennung 
erwies sich nicht als vollstandig, da noch wigbare Mengen 
von Purinen erst im ammoniakalischen Bleiniederschlage aus- 
fallen. Die methodische Unzulinglichkeit kann nur dadurch 
ausgeglichen werden, daf} man das Filtrat von dem mit H,S 
zersetzten ammoniakalischen Bleiniederschlag zur Trockne ein- 
engt, mit wenig heifZem Wasser aufnimmt und den hierbei 
ungelést gebliebenen Teil zu den aus dem ersten Bleiessig- 
niederschlag isolierten Purinen zugibt. Im einzelnen wurde 
die Aufarbeitung des Filtrates der mit H,S versetzten Kriiger- 
Schmidtfallung auf folgende Weise durchgefiihrt. Das Filtrat 
reagiert nicht kongosauer, sollte eine kongosaure Reaktion im 
Verlaufe des Einengens eintreten, so wird sie mit Ammoniak 
abgestumpft. Die nahezu farblose Fliissigkeit wird im Vakuum 
auf ca. 200 ccm eingeengt. Sollte hierbei ein Niederschlag 
ausfallen, so wird abfiltriert. Es sind dies bereits Purine 
(Xanthin oder Harnsiiure), sie werden den aus der nun fol- 
genden Bleiessigfillung isolierten Purinen zugegeben. Die ein- 
geengte Fliissigkeit wird aufgekocht, mit heifer Bleiessiglésung 
so lange versetzt, bis kein Niederschlag mehr entsteht, und 
noch ca. 30 cem Bleiessig im UberschuB zugegeben. Der aus- 
fallende Bleiniederschlag (Pb I) enthilt im wesentlichen die 
Purine. Es wird heifi vom Bleiniederschlag abgesaugt, das 
Filtrat triibt sich sehr bald und wird nun mit ca, 5—10 ccm 
25°/oigem Ammoniak versetzt. Der nunmehr ausfallende Nie- 
derschlag (Pb II) soll die Nucleoside enthalten. 

Pb I wird in ca. 400 com Wasser suspendiert (die grote 
Wassermenge ist wegen der Schwerloslichkeit der Purine nétig), 
mit H,S versetzt und kochend heif} vom Bleisulfid abfiltriert. 
Sollte die Reaktion kongosauer werden (es war dies nur einmal 
aus ungeklirter Ursache der Fall), so mu sie mit einigen 
Tropfen Ammoniak abgestumpft werden. Die Fliissigkeit wird 
zuerst im Vakuum und dann auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingeengt. Der Trockenriickstand wird mit ca. 3 ccm Wasser 
im Reagenzglas versetzt und vom Ungelisten abgesaugt. Riick- 
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stand und Filtrat geben keine Orcinprobe. Sollte im Filtrat 


a ae 
r die Orcinprobe positiv ausfallen, so wird das Filtrat zu der eh 
g Zersetzungsfliissigkeit aus Pb II zugegeben. Im Riickstand 3 

" befinden sich die freien Purine (Hypoxanthin, Xanthin und 


‘ Harnsiiure). Es wird im Vakuum bei 130° zur Gewichts- oe 
konstanz getrocknet und gewogen. Zur Trennung der einzelnen Bayh 
Purine wurde im wesentlichen nach der Vorschrift von Kriiger 
und Salomon verfahren. Das gewichtkonstant gewogene Ge- 
samtpuringemisch wird zweimal mit 10°/oiger Salzsiiure auf 
dem Wasserbade abgedampft. Die Salzsiure wird hierauf 
, ' durch mehrmaliges Abdampfen mit Wasser und durch zwei- a a 
maliges Abdampfen mit 96°/oigem Alkohol vertrieben. Das ee ES 
guriickbleibende trockene Pulver wird mit Wasser bei 40° po 
digeriert, tiber Nacht stehen gelassen, abfiltriert und salzsiure- 
frei gewaschen. Im Riickstand befinden sich Harnsiure 
und Xanthin, im Filtrat sind die eventuell noch vorhandenen 
andern Purine. Riickstand und Filtrat werden gesondert 


behandelt. 

Riickstand: Zur Trennung und quantitativen Bestim- 
mung der Harnsiure und des Xanthins wird die Harnsiure a. 
durch Salpetersiure zerstért und das Xanthin als Nitrat zur Pi 


Kristallisation gebracht. Aus dem Xanthinnitrat wird durch 
Ammoniak das Xanthin dargestellt und gewogen. Die Xan- 
thinmenge und die eventuell noch vorhandenen, aus dem ersten 
Filtrat isolierten Purine werden von der Menge des Gesamt- 
puringemisches abgezogen. Der verbleibende Rest ist die 
Menge der im Puringemisch vorhanden gewesenen und durch ge) 
Salpetersiure zerstérten Harnsiiure. Der Vorgang ist im 
einzelnen folgender: Das gewichtskonstante Gemisch wird in {ee 
der 15fachen Menge 3,3%iger NaOH heifi gelist. Die auf + @ 
60° erkaltete Liésung in kalte verdiinnte Salpetersiure (20 ccm a > & 
HNO, + H,O) gegossen und stehen gelassen. Nach zweimal a 8 
24 Stunden ist das Xanthinnitrat vollstindig auskristallisiert. i & 
Zur Darstellung und Wigung des freien Xanthins wird das fy 
Nitrat in Wasser geliést, mit NH, versetzt und im Wasser- “4 
bad eingeengt. Es fallt das freie Xanthin in drusigen rE 
Schollen aus. 
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Filtrat: Im Filtrat kénnte bei den Adenosinversuchep 
Adenin und Hypoxanthin, bei den Guanosinversuchen Guanip 
vorhanden sein. In keinem unserer Versuche konnte im Filtrat 
Adenin oder Guanin nachgewiesen werden. In den Adenosin- 
versuchen liefen sich geringe Mengen von Hypoxanthin als 
Nitrat isolieren. 

Pb II. Der Niederschlag wird in 200 ccm Wasser suspen- 
diert, mit H,S versetzt, vom Bleisulfid abfiltriert und im Va- 
kuum auf ein kleines Volumen eingedampft. Die geringe 
Flissigkeitsmenge lat man im Exsikkator iiber H,SO, nahezu 
volistandig eindunsten. Hierbei kristallisieren die Nucleoside, 
falls sie in gréferer Menge vorhanden sind, aus. Das Kri- 
stallisat wird in einigen ccm heiffen Wassers gelést und vom 
Ungeldésten abfiltriert. Das Ungeldste sind freie Purine, sie 
werden zu den aus Pb I erhaltenen Purinen hinzugegeben. 
Aus der Lésung kristallisiert nach zweimaligem Umlésen beim 
Adenosinversuch Adenosin in schénen Nadeln aus, beim 
(yuanosinversuch erstarrt die Lésung gallertig, wie dies fiir 
unreines Guanosin typisch ist. Nach dreimaligem Umkristalli- 
sieren erhilt man einige Drusen von Guanosin. Beim Xan- 
thosinversuch konnte in der Nucleosidfraktion kein Nucleosid 
mehr nachgewiesen werden. Zum qualitativen Nachweis von 
Nucleosiden in den einzelnen Fraktionen wurde die Orcin- 
probe beniitzt. 

Versuch I: 1,5 g Adenosin (= 0,856 g Harnsiiure) werden 
in der angegebenen Weise 4 Stunden mit Leberbrei unter 
Luftdurchleiten digeriert. Die Aufarbeitung geschieht nach 
der oben beschriebenen Methode. Es wurden insgesamt 0,7 g 
freie Purine isoliert. Hiervon erwiesen sich 0,15 g als Xanthin 
und 0,55 g als Harnsiiure. Von dem zugesetzten Adenosin 
konnte nichts mehr isoliert werden. In der zersetzten Pb II- 
Fallung war zwar die Orcinprobe noch positiv, aber Nucleoside 
konnten nicht isoliert werden. 

Versuch II: 1,5 g Adenosin (= 0,856 g Harnsiure) 
wurden 12 Stunden mit Leberbrei unter Luftdurchleiten 
digeriert. Es wurden 0,75 g freie Purine isoliert. Hiervon 
erwiesen sich 0,16 g als Xanthin, 0,07 g als Hypoxanthin 
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(isoliert als Nitrat) und 0,52 g als Harnsiure. Die zersetzte 


Pb II-Fallung gibt auch hier noch positive Orcinprobe, Nucleo-. 


side konnten nicht isoliert werden. 

Versuch III: Doppelversuch, je 1,5 g Adenosin (= 0,856 g 
Harnsiure), Dauer '/, Stunde. Gesamtmenge der isolierten 
freien Purine: 0,72 g (0,8 g), davon erwiesen sich 0,3 g (0,25 g) 
als Xanthin, isoliert als Nitrat, berechnet und analysiert als 
freies Xanthin. 

2,60 mg angew. Subst. = 0,883 ccm N (763 mm 22,5°), 
Berechnet fiir Xanthin C,H,O,N,. 

Ber.: 36,8°/, N 

Gef.: 36,63°/, N. 

0,08 g (0,07 g) als Hypoxanthin (isoliert als Nitrat), der 
Rest 0,34 g (0,48 g) war als Harnsiure vorhanden. 

Versuch [V: 2 g Adenosin (= 1,142 g Harnsiure), Ver- 
suchsdauer '/, Stunde. Gesamtmenge der isolierten freien 
Purine 0,8 g. Davon erwiesen sich 0,2 g als Xanthin. 0,6 g 
waren als Harnsiure vorhanden. Aus der mit H,S zersetzten 
Pb II-Fallung konnte neben geringen Mengen freier Purine, 
die in den 0,8 g schon mit eingerechnet sind, noch 0,15 g 
unveriindertes Adenosin isoliert werden. Das Adenosin kri- 
stallisierte nach zweimaligem Umbkristallisieren aus Wasser in 
feinen Nidelchen. Zersetzungspunkt 235/40. 

3,50 mg angew. Subst. = 0,771 ccm N (767 mm 16°). 
Berechnet fiir Adenosin C,,H,,0,N,. 

Ber.: 26,24°/, N 

Gef.: 25,89°/, N. 

Ein desamidiertes Nucleosid oder abgespaltenes freies 
Adenin konnte im Organversuch nicht nachgewiesen werden. 

Versuch VY: 1,5 g Guanosin (= 0,789 g Harnsiure) in 
500 ccm Wasser gelést wurden auf die angebene Weise mit 
Leberbrei digeriert. Gesamtmenge der isolierten freien Purine 
0,7 g. Hiervon erwiesen sich 0,26 g als Xanthin, der Rest, 
0,44 g, als Harnsaure. 

3,51 mg angew. Subst. — 1,070 ccm N (769 mm 14°). 
Berechnet fiir Xanthin C,H,O,N,. 
Ber.: 36,8°/, N 
Gef.: 36,69°/, N. 
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Aus der mit H,S zersetzten Pb II-Fallung konnte neben 
0,1 g freier Purine, die bereits in den 0,7 g mit eingerechnet 
sind, geringe Mengen von Guanosin noch gefunden werden. 
Das Guanosin zeigte die bei unreinem Guanosin charakte- 
ristische gallertische Beschaffenheit. Nach nochmaligem Um- 
kristallisieren konnte es nicht in geniigender Menge zur Ana- 
lyse erhalten werden. 

Versuch VI: 1,5 g Guanosin auf die gleiche Weise be- 
handelt wie der Versuch V ergaben neben Xanthin und Harn- 
siure nur eine geringe Menge unverinderten (Guanosins. 
Guanin konnte in der Digestionsfliissigkeit nicht nachgewiesen 
werden. 

Versuch VII: 1,5 g Xanthosin (= 0,787 g Harnsiiure) 
wurden in 400 ccm Wasser gelést und auf die angegebene 
Weise mit Leberbrei digeriert. Gesamtmenge’ der isolierten 
freien Purine 0,8 g. Hiervon erwiesen sich 0,45 g als Xanthin 
und der Rest von 0,35 g als Harnsiure. 

3,76 mg angew. Subst. == 1,139 ccm (772 mm 14,5°)., 
Berechnet fiir Xanthin C,H,0,N,. 

Ber.: 36,8°/, N 

Gef.: 36,61°/, N. 

Unverindertes Xanthosin konnte in der zersetzten Pb II- 
Fallung nicht nachgewiesen werden. Die Pb II-Fallung gal 
auch keine positive Orcinprobe. Die Bildung eines Harn- 
siurenucleosids ist demnach auszuschliefen. 

Leerversuch: Aus 800 ccm des Leberextraktes ohne 
Zusatz von Nucleosiden auf die angegebene Weise 1/, Stunde 
unter Luftdurchleiten behandelt, lieSen sich kaum wigbare 
Mengen (weniger als 0,05 g) von freien Purinen isolieren. 
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Undeka-methylen-dicarbonsiure als Abbauprodukt 
der Oleinsiure. 
(N otiz.) 
Von 
I. Lifschiitz in Hamburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Februar 1921.) 


In einer Arbeit ,Zur Kenntnis des Wollfettes VII*') 
habe ich darauf hingewiesen, daf} die sog. ,délige Saure“ des 
Wollfettes keine eigentliche (ungesittigte) Oleinsiure sein kann, 
sondern ein (gesittigtes) Oxydationsprodukt derselben sein 
muff}, Als Beleg fiir diese Anschauung erwiihnte ich unter 
anderem eine idltere Beobachtung, die ich gelegentlich der 
Oxydation der Oleinsiiure mit Permanganat in Hisessig- 
lésung gemacht und bekanntgegeben hatte’). 

Nach Beseitigung des bei dieser Oxydation entstandenen 
unverseifbaren Anteils des Reaktionsproduktes fand ich da- 
mals unter den wasserunléslichen Fettsiiuren eine wachsartige 
Saure mit folgenden Eigenschaften: Sie ist unléslich in Benzin 
und leicht liéslich in Ather*). Ihr Kalksalz ist léslich in 
Wasser, und sie konnte dadurch von den andern noch an- 
haftenden Verunreinigungen vermittels Fiillung ihrer alkohol- 
haltigen wisserigen Alkaliseifenlésung mit CaCl, getrennt und 
aus dem Filtrat mit Mineralsiiure abgeschieden werden. Die 
so durch wiederholte Fallungen gereinigte Saiure zeigte den 
Schmelzpunkt 82—85° C. und erstarrte in Schmelzréhrchen 


') Diese Zeitschr. Bd, 110, S. 29 ff. (1920). 

*) Daselbst Bd. 55, S. 1—7 (1908). 

5) Durch diese Léslichkeitsdifferenz konnte diese Siiure auch leicht 
isoliert werden (s. die eben zitierte Arbeit). 
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zu kugelformig gruppierten kleinen Prismen. 1000 Teile der 
Siure sattigten sich mit 460 Teilen KOH, was auf ein Mole- 
kulargewicht von 122 hindeutete. Unter Vorbehalt vermutete 
ich damals in dieser Siure, da ich in der Literatur unter den 
Spaltungsprodukten der Oleinsiure eine ihnliche Substanz 
nicht fand, etwa eine Cholesterin-tetracarbonsiure (C,,H,,O,), 
das heift das Vierfache von 122 = 488. 

Im Laufe der Zeit kam mir zufillig eine Arbeit von 
Gustav Komppa!) zu Gesicht: ,Uber die Undeka-methylen- 
dicarbonsiure (C,,H,,[CO,H],)*. Komppa erhielt diese Saure 
aus Brom-undecylsiure-methyl-ester mit Natrium-malonsiure- 
ester nach dem Schema: 

ROOC - (CH,), - CH,Br —-> ROOC(CH,), - CH Pit 
CO,R-—-> 


HOOC - (CH,),, - COOH 
Undeka-methylen-Dicarbonsaure 


(= C,,H,,0,). Die vom Verfasser an dieser Siiure festgestellten 
Eigenschaften, namentlich ihr Schmelzpunkt, ihr Sittigungs- 
grad gegen KOH und die Wasserldslichkeit ihrer Erdalkali- 
salze, stimmen mit denen der obigen aus den Spaltungs- 
produkten der Oleinsiure isolierten wachsartigen Siure so 
auffallend iiberein, dafi iiber die Identitiit der beiden Sduren 
kaum ein Zweifel obwalten kann. 

Die Oleinsiure spaltet sich also demnach bei ihrer Oxy- 
dation mit Permanganat in Eisessiglésung mindestens zum 
erheblichen Teil in Undeka-methylen-dicarbonsiiure und Va- 
leriansiure nach dem Schema: 

C,5Hs20, + O; + H,O = C,3H,,0, +- C5H,.03. 

Diese Beobachtung verdient in so mancher Hinsicht ein 
besonderes Interesse; namentlich in konstitutiver Hinsicht. Da 
nimlich die in Rede stehende gesittigte Siure ein Spaltungs- 
produkt der ungesattigten Oleinsiure ist, so muf sich die 
Doppelbindung ihrer zwei ungesittigten Kohlenstoffatome 
zwischen den 13. und 14. C-Atomen der aliphatischen Kohlen- 
stofikette befinden. Freilich nehmen Altere Autoren diese 


) Berichte 34, S. 899 ff. 
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Doppelbindung zwischen den 15. und 16. C-Atomen der Olein- 
siiure an; dagegen soll sie nach Untersuchungen von Baruch!) 
zwischen den 9. und 10. C-Atomen liegen. Indessen handelt es 
sich hier um ein Spaltungsprodukt der Oleinsiiure, das durch Ein- 
wirkung von Permanganat in stark essigsaurer Loésung ent- 
standen ist, wihrend die bisherigen Spaltungen dieser Fett- 
siiure mit diesem Oxydationsmittel an seiner Einwirkung in 
alkalischer Lésung studiert worden sind. Daf} die Oxy- 
dationswirkung in saurer Lésung eine andere Richtung nimmt 
als in alkalischer, folgt daraus, daf} z. B. Chromsdure 
nebenher auch andere Spaltungssiiuren aus der Oleinsiiure 
liefert, als sie mit Permanganat in alkalischer Lésung ent- 
stehen. 

Daf bei dem Abbau der Oleinsiiure neben der Undeka- 
methylen-dicarbonsiure Valeriansiiure entstehen kann, ist 
durchaus einleuchtend. 

Nach meinen bisherigen Beobachtungen scheint diese 
Undeka-methylen-Dicarbonsiure auch in den in Benzin un- 


lislichen Fettsiiuren des Blutfettes und des Fettes der 


Schafwolle enthalten zu sein. Es laft sich dies umsomehr 
erwarten, als diese beiden eigentiimlichen Fettarten die deut- 
lichen Merkmale einer starken Oxydation aufweisen. Vel. 
Diese Zeitschr. Bd. 55, 8. 6 ff. [1908]. 


Hamburg, im Januar 1921. 


. a ‘ a] 
1) Berichte 27, S. 172. 

































Uber die Cellulose der Flechten und Hefe, sowie iiber den 
Begriff ,Hemicellulose* und die Hefeautolyse. 
Von 


E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institats der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2, Februar 1921.) 


In meiner Mitteilung ,Uber den Kohlehydratgehalt der 
Flechten* usw. habe ich erwihnt, daf} dieselben nach Stenberg?) 
eine besonders leicht hydrolysierbare Cellulose enthalten sollen, 
und mich bemiiht, die Existenz derselben durch Vergleich mit 
dem Verhalten der gewéhnlichen Cellulose (Filtrierpapier) bei 
der Saurehydrolyse wahrscheinlich zu machen. Da aber der 
Beweis an der angegebenen Stelle nur auf rechnerischem Wege 
erbracht ist, schien es mir wiinschenswert, diese leicht hydro- 
lysierbare Cellulose direkt darzustellen. Dieser Versuch ist 
éwar nicht ganz gegliickt, hat aber immerhin zu einem Ergeb- 
nis gefiihrt, das mir mitteilenswert erscheint. 

50 g Lichen islandicus wurde mit 11 2°/oiger Kalilauge 
ausgekocht, in Wasser verteilt, abgeprefit, wiederum mit Kali- 
lauge, schlieBlich noch so lange mit Wasser gekocht, bis das 
letzte eingedampfte Filtrat nach dem Erhitzen mit verdiinnter 
Salzsiiure an diese keine Kupferoxyd in alkalischer Losung 
reduzierende Substanz mehr abgab, also anzunehmen war, 
daf} in dem Material Lichenin und Isolichenin nicht mehr 
vorhanden waren. Der im wesentlichen aus gréberen Stengeln 
bestehende Riickstand wog nach wochenlangem Stehen nur 
10,5 g. Er wurde genau so, wie friiher das Filtrierpapier, 
3 Stunden mit 400 ccm 6%oiger Schwefelsiure bei 2 Atmo- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 104, 8. 105 (1919). 
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spharen erhitzt, der Inhalt des Porzellangefaifies auf genay 
400 ccm gebracht und durch ein nicht angefeuchtetes Filter 
filtriert, das Filtrat aufbewahrt, der Riickstand gut ausge- 
waschen. Daer intensiv schwarz erschien, wurde er zunichst 
zur Feststellung der Quantitit der Huminsubstanz mit schwa- 
cher Natronlauge erwiarmt, diese nach einigem Stehen durch 
Wasserzusatz auf 200 ccm gebracht. 50 ccm dieses Auszuges 
wurden mit Salzsiure angesiuert, die in voluminéser Form 
ausgeschiedene Huminsubstanz auf einem gewogenen Filter 
gesammelt, ausgewaschen, mit Alkohol und Ather ausgezogen. 
Das Gewicht der Huminsubstanz ergab sich so nach dem 
Trocknen bei 115° zu 0,077 g, also fiir die ganze Quantitiit 
zu 0,308 g. 

Der darnach gebliebene Riickstand wurde langere Zeit 
mit Salzsiure unter wiederholtem Zusatz von Kaliumchlorat 
stehen gelassen: eine irgend merkliche Abnahme des Volu- 
mens trat dabei nicht ein, auch nur eine mafiige Entfairbung. 
Das iiufere Ansehen des Riickstandes erinnerte in nichts an 
Cellulose, die doch nach den wiederholten eingreifenden Pro- 
zeduren hitte erhalten werden miissen. Auch in chemischer 
Beziehung verhielt er sich ganz anders. Wenn man Filtrier- 
papier etwa 1 Minute lang mit Salzséiure von 1,06 D. im 
Reagenzglas kocht, so gibt die Salzsiure, von ungeldster Cel- 
lulose abfiltriert, einen zweifellos positiven, wenn auch nur 
schwachen Ausfall der Trommerschen Probe. Bei dem vor- 
liegenden Material, das nach dem Auswaschen und Trocknen 
bei 115° 1,0998 g wog, war das nicht der Fall. Man koénnte 
nun annehmen, daf es im wesentlichen aus Lignin bestand, 
aber auch das trifft nicht zu, denn mit Phoroglucin und Salz- 
siiure konnte keine positive Reaktion erhalten werden. Auch 
bei langerem Kochen mit 6°%oiger Natronlauge usw. zur Iso- 
lierung etwa vorhandenen Xylans ging kein Xylan in Losung. 
Uber die Natur des Riickstandes kann ich also nichts Posi- 
tives aussagen, hervorheben michte ich nur, daB es sich nicht 
etwa um stark verkieselte Substanz handelte, im Gegenteil: 
auf dem Platinblech verbrannte die Substanz, fast ohne Asche 
zu hinterlassen. 
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Die Untersuchung der schwefelsauren Lésung ergab folgen- 
des: 25 ccm der schwefelsauren Lisung wurden nach starker 
Verdiinnung mit Baryumkarbonat gesittigt, filtriert, gut nach- 
gewaschen, das Filtrat von dem in Liésung befindlichen Baryt 
durch Ammoniak und Ammoniumkarbonat befreit, filtriert, 
nachgewaschen, die Lésung eingedampft. Der Riickstand in 
der Platinschale wog nach dem Trocknen bei 110° 0,576 g. 
Darnach berechnet sich die in Lésung gegangene Substanz 
qu 9,216 g. 

20 ccm der schwefelsauren Lésung gaben beim Erhitzen 
mit Fehlingscher Lésung 0,6036 Cu,O. Das ergibt fiir die 
ganze Quantitét 6,086 Glukose. 

Es fragt sich nun, wie sich nach diesen Zahlen die 
Quantitit des aus dem Riickstand erhaltenen Zuckers stellt, 
immer unter der Annahme, da es sich um Glukose handelte. 
Daf die oben erwiihnte, diuBerst widerstandsfihige Substanz 
nicht in Frage kommt, ist selbstverstiindlich. Sieht man von 
dieser ab, so hatten 10,5 g —1,0998 = 9,4002 g 6,086 Glu- 
kose geliefert = 64,86 °/o. 

Zweifelhaft bleibt dabei die Stellung der Huminsubstanz, 
da es ein bestimmtes Zahlenverhiltnis zwischen Zucker und 
Huminsubstanz ja nicht gibt. Sie berechnet sich zu 3,2°/o 
der in Reaktion getretenen Substanz. 

Damit kann wohl der Beweis einer Cellulose, die leichter 
hydrolysierbar ist als die gewéhnliche, als erbracht angesehen 
werden. Im Sinne von E. Schulze wiirde es sich also um 
eine Hemicellulose handeln. Lift sich indessen dieser Be- 
griff tiberhaupt aufrecht erhalten? Es ist einleuchtend, dafi 
die gréBere oder geringere Widerstandsfihigkeit gegen Siuren 
in hohem Grade von der ‘iuBeren Beschaffenheit, von phy- 
sikalischen Verhiiltnissen abhingt. Wer sich einmal mit der 
Sdurehydrolyse vom Eiweif beschiftigt hat, weiB, wie aufer- 
ordentlich verschieden sich ein und dasselbe Eiweifi gegen 
Salzsiiure und Schwefelsiure verhilt, je nachdem man es als 
durch Alkoholfallung usw. dargestelltes zartes Pulver oder im 
eingetrockneten Zustand anwendet. Sollte das bei der soge- 


nannten Hemicellulose nicht auch der Fall sein? Ich bin in 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 8 
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der Lage, einen Versuch anfiihren zu kénnen, der diese 
Frage bejaht. 

Vor langerer Zeit’) habe ich mitgeteilt, daf} man durch, 
eventuell wiederholtes, Kochen von Prefihefe mit 3 °/iger 
Kalilauge, weiterhin Behandlung mit Wasser, Alkohol und 
Ather ein Priiparat erhiilt, das im wesentlichen als Hefecel- 
lulose angesehen werden kann, mit einem Aschegehalt von 
1,7—2,6°% und 0,40—0,45% N der Trockensubstanz. Mit 
diesem noch in meinem Besitz befindlichen Priiparat habe ich 
einige Versuche angestellt. 

2,50 g desselben entsprechend 2,20 g organischer Trocken- 
substanz”) wurden 2'/, Stunden lang mit 200 ccm eines Ge- 
misches von 18 ccm Salzsiiure von 1,125 D. und 182 ccm 
Wasser am RiickfluBkiihler gekocht, nach dem Erkalten samt 
dem Ungeldsten auf 250 ccm aufgefiillt, durch ein trockenes 
Filter filtriert. 20 ccm des Filtrats dienten zur Zuckerbestim- 
mung, sie ergaben 0,2193 Cu, O. Darnach liefert die organische 
Trockensubstanz 62,19°/) Glukose. 

Dieselbe Hefecellulose wurde mit Wasser zu einem diinnen 
Brei angeriihrt, dieser auf dem Wasserbad eingetrocknet und 
noch kurze Zeit bei 105° erhitzt, dann in der Reibschale mig- 
lichst fein zerrieben und genau ebenso behandelt’). Ange- 
wendet wurden gleichfalls 2,50 g, entsprechend 2,25 g orga- 
nischer Trockensubstanz‘*). 20 ccm ergaben nur 0,1436 Cu, 0. 
Fiir die organische Trockensubstanz berechnen sich daraus 
40,20°/o Glukose. 

Nach der Hemicellulose-Theorie wiirde also ein und die- 
selbe Cellulose einmal zu 62,19°/o aus Hemicellulose bestehen, 
das andere Mal zu 40,20. Daraus folgt: wenn man den 
Ausdruck Hemicellulose anwenden will, so darf das jeden- 


1) Ber. d. deutsch. Chem. Gesellsch. Bd. 27, 8. 3325 (1894). 

") 1,0642 g verloren bei 115° 0,0918 g Wasser und gaben beim Ver- 
aschen 0,0272 g Asche. 

8) Der Sicherheit wegen wurden von der Salzsidurelisung 500 ccm 
hergestellt und davon je 200 ccm entnommen. 

*) 1,0994 g verloren bei 115° 0,0938 g Wasser und gaben 0,0272 ¢ 
Asche. 
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falls nur fiir die méglichst rein dargestellte Substanz 
geschehen und auch fiir diese nur mit Vorbehalt. 

_ Beide bei der Hydrolyse erhaltenen Riickstinde wurden 
gut ausgewaschen und sodann im Reagenzglas mit Salzsiure 
yon 1,06 D. 1 Minute lang stark gekocht, filtriert. Beide 
Lésungen ergaben positiven Ausfall der Trommerschen 
Probe. Die Hydrolyse war also unvollstindig. 

Die Hefecellulose, die, in Wasser suspendiert, sich mit 
Jodjodkaliumlésung braunrot firbt, ist nun, wie ich |. c. nach- 
gewiesen habe, nicht einheitlicher Natur. Wenn man sie 
lingere Zeit bei 2—2'/2 Atmosphiren Druck mit Wasser er- 
hitzt, so spaltet sie sich in einen in Wasser unléslichen, meistens 
in Form eines zusammenhingenden, kautschukartigen, am 
Boden des Gefiifies befindlichen Anteil, der keine Jodreaktion 
mehr gibt — ich habe ihn Achroocellulose genannt —, und 
einen ldslichen, der bei entsprechenden Bedingungen durch 
Alkohol gefallt wird. Der so erhaltene Korper, fiir den ich 
die Bezeichnung Erythrocellulose oder Erythrohydrocellulose 
vorgeschlagen habe, gibt intensive Jodreaktion und hat auch 
in seinem sonstigen Verhalten grofe Abhnlichkeit mit dem 
tierischen Glykogen, ohne indessen meiner Ansicht nach mit 
diesem identisch zu sein; namentlich unterscheidet er sich 
durch die weit geringere Opaleszenz der Loésung. 

Unter denselben Bedingungen habe ich nun auch von 
friiher her in meinem Besitz befindliche Achroocellulose der 
Hydrolyse unterworfen, nachdem sie vorher méglichst fein 
gepulvert war, was nur schwierig und unvollstiindig gelang’). 

Auch von dieser kamen 2,50 g entsprechend 2,21 g or- 
ganischer Trockensubstanz”) in Anwendung; die Bedingungen, 
Verdiinnung auf 250 ccm usw., waren dieselben. 20 ccm des 
Filtrats gaben 0,2038 Cu,O. Daraus berechnen sich fiir die 
organische Substanz 60,28°/o Glukose. Auch in diesem Falle 


') Hierauf ist auch eine |. c. S. 3328 gemachte Angabe, die ich be- 
richtigen mu, zuriickzufiihren, daB die Achroocellulose beim Kochen mit 
5°/,iger Schwefelsiure nur schwierig und unvollstandig gelist wird. 

*) 0,9098 g verloren bei 115° 0,0712 g Wasser und gaben 0,0304 g 
Asche, 
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lieferte das Kochen des ausgewaschenen Riickstandes mit 
Salzsiure an 1,06 D. eine Kupferoxyd in alkalischer Losung 
reduzierende Fliissigkeit. In welcher Weise sind nun diese 
beiden Cellulosen an der Autolyse und der Selbstgirung be- 
teiligt ? 

Was die Autolyse betrifft, so habe ich in meiner Arbeit 
,» Uber Zuckerbildung und andere Fermentationen in der Hefe* 1) 
mitgeteilt, dab, wie anzunehmen war, die gebildete Glukose 
aus den Kohlehydraten der Hefe stammt. Beziiglich der 
Natur des Zuckers habe ich anfangs, verfiihrt durch die 
Linksdrehung der Autolysenfliissigkeit, geglaubt und, wenn 
auch nur mit Vorbehalt, ausgesprochen, daf} er Laevulose sei, 
spiter aber denselben durch die Darstellung von d-Glukose- 
diphenylhydrazon als Glukose erwiesen®), wiihrend die Links- 
drehung sich durch den reichlichen Gehalt von Leucin-2- 
Aminobutylessigsiiure erkliirt. Von der Autolyse wird das 
Hefegummi gar nicht beriihrt und ebensowenig bei der alko- 
holischen Girung’). Es kommt also als Quelle der Glukose 
nur die Cellulose in Betracht, die durch ein spezifisches Fer- 
ment der Hefe, die Cellulase, in Zucker iibergefiihrt wird. 

Nachdem ich nun die Zusammensetzung der Hefecellulose 
aus zwei Bestandteilen festgestellt hatte, fragte es sich, welcher 
derselben die Quelle des Zuckers ist. Eine schon vor lingerer 
Zeit angesetzte Autolyse aus ca. 500 g méglichst reiner Prefi- 
hefe sollte die Antwort geben. 

Die Mischung wurde filtriert und mit heifem Wasser 
nachgewaschen, das Filtrat enthielt massenhaft Hefegummi. 
Das Auswaschen wurde so lange fortgesetzt, bis das Wasch- 
wasser mit Fehlingscher Lésung und Natronlauge beim 
Erwiirmen nur noch eine schwache Triibung gab, ganz ge- 
lang die Entfernung des Gummis nicht. Aus dem Riickstand 
wurde nach dem in den ,Berichten“ angegebenen Verfahren 
die Cellulose dargestellt und gespalten. Es ergab sich schliefi- 





‘) Diese Zeitschr. Bd. 13, 8. 534 (1893). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 54, S. 398 (1907). 
3) Diese Zeitschr. Bd. 69, S. 466 (1910). 
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lich eine minimale Quantitiit eines Niederschlages, der soge- 
nanntes Hefeglykogen sein konnte: er gab eine positive Gummi- 
reaktion, keine Jodreaktion, wenigstens blieb diese durchaus 
azweifelhaft. 

Weiterhin wurde eine der Menge nach nicht bestimmte 
Quantitit Hefe 4 Tage lang der Selbstgiirung iiberlassen, der 
Riickstand auf Cellulose verarbeitet und diese noch feucht 
nach dem in den ,,Berichten“ beschriebenen Verfahren be- 
handelt. Der Verlauf war genau derselbe wie bisher: Aus- 
scheidung einer gequollenen, kautschukartigen Masse in Form 
eines Abdruckes des PorzellangefiiBes, lose am Boden des 
Porzellangefiiies liegend: Achroocellulose ohne Spur einer 
Jodreaktion. Die Lésung gab gleichfalls keine Jodreaktion. 
Sie wurde eingedampft und mit Alkohol gefillt. Es entstand 
ein minimaler Niederschlag, dessen wiibrige Lésung gleichfalls 
keine Jodreaktion gab. Schon iuferlich deutete das Mif- 
verhiltnis zwischen der Quantitit dieser Substanz und der 
erhaltenen Achroocellulose daraufhin, da die dem Versuch 
unterworfene Cellulose nur aus Achroocellulose bestand. 

Schheflich habe ich noch folgenden Versuch angestellt. 
In meinem Besitz befand sich noch von friiher her ein Quan- 
tum sogenannte glykogenfreie Hefe im Trockenzustand, die 
— auferdem noch mit Alkohol und Ather behandelt — ein 
weibes, staubfeines Pulver darstellte. 50 g desselben wurden 
lingere Zeit mit 3°/oiger Kalilauge erhitzt, wobei scheinbar 
villige Lésung eintrat. Dieselbe wurde auf etwa 6—7 | ver- 
diinnt und stehen gelassen, die abgesetzte Substanz alsdann 
bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion durch Dekan- 
tieren gewaschen. Mit dem Riickstand wurde so verfahren, 
wie in den ,.Berichten* angegeben ist. Die Verarbeitung er- 
gab 0,1992 g einer Substanz mit starker Jodreaktion; die 
Erythrocellulose war also nicht ganz verschwunden. Dement- 
sprechend zeigte diese Trockenhefe auch noch schwache Selbst- 
garung, immerhin so viel, daf} beim Ansetzen einer Aufschwem- 
mung im Girungsréhrchen sich das Réhrchen ganz mit Kohlen- 
sdure fiillte; auch alkoholische Giirung war noch nachweisbar, 
die groBe Resistenz der Zymase ist jedenfalls bemerkenswert. 
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2. 


E. Salkowski, Uber die Cellulose der Flechten und Hefe usw. 


Zusammenfassung. 


Die Flechtencellulose ist, wie Stenberg schon ange- 
geben hat, z. T. leicht hydrolysierbar, ebenso die Hefe- 
cellulose. 

Nur wenn Cellulose einigermafen rein vorliegt, kann 
man entscheiden, ob es sich um Cellulose oder Hemi- 
cellulose handelt. 

Beziiglich der Bildung von Glukose bei der Autolyse der 


Hefe glaube ich nach den jetzt vorliegenden Ergebnissen und 


den 


i, 


friiher mitgeteilten folgendes erwiesen zu haben: 


Die Glukose entsteht, wie von vornherein wahrscheinlich 
war, aus den Kohlehydraten der Hefe. 

Das Hefegummi ist dabei ganz unbeteiligt, nur die Cel- 
lulose kommt in Frage. 


. Die Cellulose der Hefe besteht aus einem mit Jod sich 


firbenden Anteil, die Erythrocellulose, und einem sich 
nicht damit tirbenden: Achroocellulose, nur die erstere 
liefert Glukose, die zweite kommt nicht in Betracht. 
Die Spaltung geschieht durch Wasser bei erhéhtem Druck, 
z.'T. auch schon beim Kochen, bei der Autolyse durch 
ein Ferment (Cellulase). 

Das sogenannte Hefeglykogen ist wahrscheinlich nichts 
anderes wie Erythrohydrocellulose’), also ein Abkomm- 
ling der Zellwand. 


1) Vgl. hieriiber noch meine Mitteilung in dieser Zeitschrift Bd. 92, 
S. 75 (1914). 
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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XI. Mitteilung. 


Die Hydrolyse der Thymusnucleinséure mit Pikrinséure. 
Uber die Zusammensetzung der Thyminsaure. 


Von 
S. J. Thannhauser und Berta Ottenstein. 


(Aus der II. medizinischen Klinik [F. Miiller] Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31, Januar 1921.) 


Die Aufspaltung von Polynucleotiden durch kochende 
Pikrinsiiurelésung verliuft nach den Versuchen von Thann- 
hauser und Dorfmiiller’) derartig, dafi die im Polynucleotid- 
molekiil priformierten Purinnucleotide unter Abscheidung von 
Purinpikraten vollstiindig in ihre Bausteine zerlegt werden, 
wihrend die priformierten Pyrimidinnucleotide nicht aufge- 
spalten werden, wodurch ihre Isolierung aus der Hydrolysen- 
fliissigkeit erméglicht wird. Aus der Hefenucleinsiiure wurde 
nach der Hydrolyse mit kochender Pikrinsiurelésung die 
Cytidin- und Uridinphosphorsiiure isoliert. Wir versuchten, 
die an der Hefenucleinsiiure gewonnenen Erfahrungen auf die 
tierische Nucleinsiiure zu iibertragen in der Hoffnung, daf 
auch hier bei der pikrinsauren Hydrolyse die Pyrimidin- 
nucleotide intakt bleiben und sich isolieren lassen. Unsere 
Voraussetzung hat sich bestiitigt. 

Nach den bisherigen Arbeiten entsteht aus der Thymus- 
nucleinsiiure durch milde saure Hydrolyse mit 2°/oiger Schwefel- 
siure ein Koérper, den zuerst Kossel und Neumann?) als 


 §. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Diese Zeitschr. Bd. 104, 
8. 75 (1918). 
*) Kossel und Neumann, Diese Zeitschr. Bd. 22, S. 74 (1896). 
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Thyminsaiure beschrieben haben. In der Thyminsiiure soll 
nach Kossel und Neumann nur das Thymin als einziger 
Pyrimidinkern enthalten sein. Levene und Jakobs’) hydro- 
lysierten ebenfalls tierische Nucleinsiiure aus Fischsperma mit 
2°/oiger Schwefelsiure. Diesen Forschern gelang es, zwei 
Pyrimidinnucleotide aus der Hydrolysenfliissigkeit zu gewinnen. 
Levene und Jakobs beschrieben diese beiden Pyrimidin- 
nucleotide als Hexothymidindiphosphorsiure. 


HN — CO 
| 
OH OC  CHCH, 
. H, H H OHOHH | | 


- 


Me, 
O—P-.-0-C-C-C-C-C-.-C— N — CH 


/ ; . H = 
OH “a7 
OH 
/ 
r= 
Nou 
und als Hexocytidindiphosphorsiure. 
N = C - NH, 
| | 
OH OC CH 


H, H H OHOHH | | 

On? —O.C.¢.¢.8.8.0~-9 — a 
Ya | \B ES 

OH 0 ae 


Beide Substanzen wurden als kristallisierte Brucinsalze 
dargestellt. Von den Brucinsalzen wurde aber leider nur der 
Phosphorgehalt bestimmt, wihrend die aus den kristallisierten 
Brucinsalzen dargestellten amorphen Bariumsalze vollstiindig 
durchanalysiert wurden. Levene und Jakobs glauben, daf 
die beiden Pyrimidinnucleotide im urspriinglichen Polynucleotid- 
molekiil durch eine itherartige Sauerstoffbriicke miteinander 
verbunden sind. 


') Levene und Jakobs, Journ, of biol. Chem. Bd, 12, S, 411 (1912). 
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dieser Substanz wurden von den Autoren nicht gemacht. 
Feulgen’) spaltet Thymusnucleinsiure in einer ca. 1 °/oigen 
Schwefelsiurelésung 1/2 Stunde bei 80°. Auch hier wurden 


die Purine aus dem Molekiilverband vollstindig abgespalten. p 
Den verbleibenden Rest bezeichnet Feulgen als Thymin- a 
siure. Er wurde als amorphes Bariumsalz gefillt und ana- 4 
lysiert. Diese Substanz soll folgendermafhen zusammengesetzt | 4 
sein : 4 
,Phosphorsiure — Kohlehydrat a 

Ba 


‘\Phosphorsiiure — Kohlehydrat — Cytosin 


| 
 Phosphorsiiure — Kohlehydrat — Thymin 


Ba - 


. = 
‘Phosphorséure — Kohlehydrat 

Hierbei soll das Kohlehydrat ein Glukal (C,H,,0,) sein a a 

und der oben formulierte Kérper zwei freie Aldehydgruppen 1 4 

(mit Phenylhydrazin entsteht eine amorphe Fallung?”)) besitzen. a i 


') R. Feulgen, Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 296 (1918). 
*) R. Feulgen, Diese Zeitschr. Bd. 102, ‘S. 262 (1918). 
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Diese Thyminsiiure wird als amorphes Bariumsalz aus dem 
Hydrolysengemisch niedergeschlagen. Feulgen hilt ,ein 
weiteres Umfillen des Korpers fiir zwecklos, eine Verbesserung 
wiirde dadurch nicht erzielt, héchstens kann man es durch 
Umfillen vor der Analyse etwas besser von den in erheb- 
licher Menge mitgerissenen Bariumsalzen trennen*. Auf der 
Analyse dieses Ké6rpers fuBend, erscheinen so weitgehende 
Schliisse wie die obige Formulierung vorliufig sicherlich nicht 
zwingend, zumal durch die Arbeit von Levene und Jakobs 
der Beweis schon erbracht war, dafi man bei der milden 
sauren Hydrolyse der tierischen Nucleinsiiuren Gemische von 
Pyrimidinnucleotiden erhalt. Steudel und Peiser') geben 
in einer unliingst erschienenen Mitteilung ein Verfahren der 
milden Hydrolyse von Nucleinsiuren mit Sulfitlésung (Sulfit- 
lauge der Cellulosefabrikation) an, bei der ebenfalls die Pu- 
rinnucleotide aufgespalten werden und ein einheitlicher Rest 
bestehen bleiben soll, der sich aus Thymin- und Cytosin- 
nucleotid zusammensetzt. Steudel und Peiser halten diese 
Substanz mit der von Kossel und Neumann durch milde 
saure Hydrolyse aus Thymusnucleinsiiure dargestellten Thy- 
minsiure fiir identisch und schlagen vor, da ja diese Siiure 
auch Cytosin im Molekiilverband enthielte, ihr den Namen 
»_[hymosinsiiure* zu geben, Analysiert wurde diese Substanz 
als amorphes Bariumsalz, das sich nicht umkristallisieren 
laft, d. h. es wurde das Verhiltnis P: N und Ba: N be- 
stimmt. 

Es stehen sich also die Befunde von Levene und Ja- 
kobs einerseits und von Steudel und Feulgen anderseits 
gegeniiber. Die ersteren geben an, dafi bei der milden sauren 
Hydrolyse der Thymusnucleinsiure ein Gemisch von zwei 
Pyrimidinnucleotiden entsteht, wihrend Feulgen und Steudel 
in Anlehnung an die alte Bezeichnung Thyminsiéure auf einen 
noch zusammenhaftenden Komplex von Pyrimidinnucleotiden 
schliefien wollen. Allerdings ist die Methodik der Hydrolysen 


1) H. Steudel und E. Peiser, Diese Zeitschr. Bd. 111, S. 297 
(1920). 
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der einzelnen Autoren verschieden und hénnte zu dieser Un- 
stimmigkeit gefiihrt haben; jedoch erscheinen uns die von 
Steudel und Feulgen zu Analysen gebrachten amorphen 
Substanzen fiir ihre Einheitlichkeit nicht unbedingt beweis- 
kriftig. 

In den von uns hier mitgeteilten Versuchen wurde die Thy- 
musnucleinsiiure durch heifigesittigte Pikrinsiiurelésung aufge- 
spalten. Die Hydrolyse mit heifer Pikrinsiurelésung ist in 
ihrer Stiirke nach den Erfahrungen an der Hefenucleinsiure 
einer Hydrolyse mit 2°/oiger Schwefelsiiure gleichzusetzen. 
Es fallen die abgespaltenen Purine als Pikrate schon wihrend 
des Kochens aus, in Lésung bleiben die ungespaltenen Pyri- 
midinnucleotide. Die iiberschiissige Pikrinsiiurelésung wird 
aus der Hydrolysenfliissigkeit ausgeiithert und die Fliissigkeit 
selbst auf ein kleines Volumen im Vakuum eingeengt. Durch 
Fillung der stark eingeengten Liésung mit absolutem Alkohol 
fallt eme amorphe, klebrige Substanz aus. Sowohl die ein- 
geengte wiibrige alkoholische Mutterlauge wie auch die wie- 
derum in Wasser geléste amorphe Substanz gibt, mit alko- 
holischer Brucinlésung versetzt, kristallisierte Brucinsalze. Die 
Mutterlauge der aus dem Alkohol unléslichen Kérper gewon- 
nenen Brucinsalze gibt mit absolutem Alkohol eine amorphe 
Fillung, die brucinhaltig ist, sich an der Luft verfiirbt und 
zerfliet. Die Brucinkristallisate erwiesen sich bei der Auf- 
arbeitung als Brucinsalze einfacher Pyrimidinnucleotide. Die 
Trennung der Gemische gelang durch wiederholtes fraktioniertes 
Kristallisieren. Die Methodik ist im experimentellen Teil 
beschrieben. Wir isolierten auf die angegebene Weise die 
Brucinsalze einer Cytosinhexosephosphorsiure, einer Thymin- 
hexosephosphorsiure, die Brucinsalze einer Cytosinhexose- 
diphosphorsiure (basisches und neutrales Salz) und einer 
Thyminhexosediphosphorsiiure. Ferner wurden noch zwei 
Brucinsalze gewonnen und analysiert, deren saurer Komplex 
aus den Analysenzahlen allein nicht zu ersehen ist. 

Levene und Jakobs haben bereits die Brucinsalze von 
Cytosin- und Thyminhexosediphosphorsiiure durch Hydrolyse 
der Thymusnucleinsiiure mit 2°/oiger Schwefelsiure in Hinden 
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gehabt, allerdings haben sie nur die Phosphoranalysen der 
besagten Substanzen ausgefiihrt. Durch Hydrolyse mit Pikrin- 
siurelésung ist es nun gelungen, neben diesen beiden Diphos- 
phorsiuren auch die entsprechenden Monophosphorsiiuren aus 
dem Hydrolysengemisch darzustellen und zu analysieren. 


HN — CO 
| 
OH OC C - CH, 
\ H, H H OH OHH | | 
O=-P-.-0-€-C:.€@-€.€.C—N — CH 
oa OH \ i of 
OH \o”% 
Thyminhexosephosphorsiure. ') 
N = C- NH, 
| | 
OH OC CH 
\ H, H H OH OHH | | 


O=P-0-C-C.C-C-C-.C—N— CH 
/ OH \ HH / 


OH 
\o/ 
Cytosinhexosephosphorsiure. 
Es diirfte wohl nicht wahrscheinlich sein, dafi die den 


Cytosin- und Thyminhexosemonophosphorsiuren entsprechen- 
den Diphosphorsiuren 


OH 
Me H, H H OH OHB 
O=P-0-C-C-C-C-C- C — Thymin 
oF | \H A 
OH e . 2 
a 
P= 
‘OH 
OH 
ee H, H H OH OHH 
O—P-0-C-C-C-C-C-C — Cytosin 
x i \@ay 
OH O / 
OH Nov 
Pi 
P=O 
% 
‘OH 


2) Die Struktur des in den tierischen Nucleotiden vorgebildeten 
Zuckers ist noch ungeklirt. 
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im grofen Thymusnucleinsiuremolekiil jedes fiir sich als Mono- 
nucleotid vorgebildet ist. Es erscheint uns vielmehr méglich, 
da® die Cytosin- und Thyminhexosemonophosphorsauren durch 
eine Phosphorsiurebriicke zusammengehalten werden. Bei der 
Hydrolyse wiirde dieser doppelseitig verankerte Phosphorsiure- 
ester einmal an der Cytosinhexosephosphorsiure, einmal an der 
Thyminhexosephosphorsiiure haften bleiben und so die gleich- 
geitige Entstehung von Pyrimidinhexosemono- und Diphosphor- 
siituren bei der pikrinsauren Hydrolyse erkliren. 

OH 

H, H H OH OH H 
O=P—O-C-C-C-C-C-C — Thymin 


| Bm UG 
OH O = 
| O 
OH P=O 
| 
OH O 


| H OH OH H 
O=P—O-C-C-C-C-C-C — Cytosin 
/ H H \HE/ 
nee 

Wir sehen, daf} die pikrinsaure Hydrolyse der Thymus- 
nucleinsiiure zu einem Gemisch von Pyrimidinnucleotiden fiihrt, 
aus dem sich die vier besprochenen Substanzen und noch zwei 
bisher ungeklirte Kérper als Brucinsalze isolieren lieBen. Die 
Hydrolyse wurde 3mal wiederholt und verlief immer gleich- 
artig. Ks darf als sicher gelten, daf} die milde saure Hydrolyse 
der Thymusnucleinsiure zu einem einheitlichen Kérper von 
der Art einer Thyminsiure nicht fiihrt. 


Experimenteller Teil. 


30 g Natriumsalz der Thymusnucleinsiure (dargestellt nach 
den Angaben von Neumann!) und Feulgen?)) werden in 
300 ccm Wasser heif} gelést und heif} mit basisch essigsaurem 
Blei (D.A.B.) gefiillt. Der feinflockige weifie Niederschlag 
wird kalt abfiltriert, gewaschen und in der Reibschale mit 


') Neumann, Arch. f. Physiol. 1899. Suppl. 553. 
*) R. Feulgen, Diese Zeitschr. Bd. 90, S. 261 (1914). 
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Wasser aufgeschlemmt und mit Schwefelwasserstoff unter ge- 
linden Uberdruck zersetzt. Vom Bleisulfid wird nach Auf. 
kochen heif} abfiltriert. Das klare Filtrat wird unter ver- 
mindertem Druck auf ca. 100 ccm eingeengt, mit 90 g Pikrin- 
siure versetzt und am RiickfluBkiihler 4 Stunden gekocht. 
Noch wihrend des Kochens scheidet sich Pikrat aus. Der 
Kolbeninhalt wird heif} in einen Stutzen gespiilt und iiber 
Nacht in den Eisschrank gestellt. Nach 12 Stunden wird 
scharf von der ausgefallenen Pikrinsiure und vom Pikrat ab- 
gesaugt, das Filtrat im Vakuum auf 30 ccm eingeengt und 
abermals in den KEisschrank gestellt. Der Rest der aus- 
gefallenen Pikrate wird wieder abgesaugt und das Filtrat zur 
Entfernung der Pikrinsiure so lange ausgeiithert, bis der Ather 
farblos bleibt. Die ausgeiitherte Lésung wird im Vakuum bis 
zur Sirupdicke eingeengt. Der hellgelbe Sirup wird heifi, 
bevor er erstarrt ist in einen Stutzen gegossen und mit ab- 
solutem Alkohol so lange versetzt, bis kein Niederschlag mehr 
entsteht. Durch Kneten wird die ausgefallene weifie Masse 
kérnig und kann nach einiger Zeit abgesaugt werden. Die 
Substanz wird mit Alkohol und Ather nachgewaschen und im 
Exsikkator getrocknet. (Ausbeute 6,8 g.) Alkoholunlésliche 
Substanz wird mit A. bezeichnet. Der in Alkohol gelést ge- 
blebene Teil B. wird gesondert behandelt. 


Aufarbeitung der alkoholunléslichen Substanz A. 


Die alkoholunlésliche Substanz A. (6,8 g) wird in der 
llfachen Menge Wasser heif} gelést und mit 14 g Brucin in 
30 ccm heibem Alkohol gelést in der Hitze versetzt. Hs 
flocken sofort geringe Mengen (ca, 0,2 g) eines amorphen 
Niederschlages (A,) aus. 

Nach dem Erkalten wird A, abfiltriert. A, laft sich 
nicht kristallisieren und wird verworfen. Nach 24stiindigem 
Stehen entsteht in der Mutterlauge (M. A.) ein Kristallisat 
(A, = 6g). A, wird abfiltriert auf Ton getrocknet und in 
Chloroform zur Entfernung vom Brucin suspendiert. Nach 
dem Absaugen des Chloroforms A, = 3,9 g. A, wird in mog- 
lichst wenig 35°/oigem Alkohol heiB gelést und nach 10 Stun- 
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den vom ausgeschiedenen Kristallisat abgesaugt (I A, = 2 g). 
Nach 2tagigem Stehen kristallisiert aus der Mutterlauge von 
IA, eine Substanz in kleinen, feinsten drusenformig ange- 
ordneten Nadeln aus (A, = 0,6 g). Die Mutterlauge von A, 
wird zuerst auf dem Wasserbad, das im Exsikkator voll- 
stindig zur Trockne eingeengt. Der Sirup erstarrt allmidhlich 
gu einer sirupdsen kristallinischen Masse (1,2 g), die nicht 
weiter verarbeitet wurde. [A, wird in 35° igem Alkohol 
hei gelést und nochmals fraktioniert. Sofort fillt eine in 
charakteristisch doppelseitig zugespitzten Spindeln kristalli- 
sierende Substanz aus (II A,). Von dieser Substanz wird ab- 
filtriert. Nach mehrstiindigem Stehen beginnt eine zweite 
Kristallisation eines Koérpers, der in prismatischen Nadeln 
ausfillt (ITA,M). ILA, wird 3mal aus 35° igem Alkohol 
umkristallisiert. Doppelseitig zugespitzte Spindeln. S.-P. 
215°/216°. Die Analysen von II A, aus verschiedenen Hydro- 
lysen stimmen auf ein Brucinsalz der Cytosinhexosephosphor- 
siure C,,H,,O,N,P. 
0,1423 g Substanz 0,3060 g CO, 0,0806 g H,O 
CO, 


0,1363¢ , 0,2934 g 0,0713 g H,O 
0,1044 ¢ R 7,3 ccm N (18° 777 mm) 
3,98 mg . 0,287 com N- (15° 765 mm) 
0,0620 g : 0,1002 g (24 MoO,-P,0,). 


Cytosinhexosephosphorsiiurebrucinsalz C,,H,,0,N3P (Co3H».0,Ne)o- 
Ber.: C 58,92°/, H 5,96%, N 859%, P 2,72°, 
[. Gef.: C 58,63°/, H 6,383°/, N 8,41°/, P 2,78°, 
Il. Gef.: C 58,68°/, H 5,859, N 860%. 

IL A,M wird ebenfalls mehrmals aus 35°/)igem Alkohol 
umkristallisiert. Prismatische Nadeln 8.-P. 190°/192° Die 
Analysen von II A,M aus verschiedenen Hydrolysen stimmen auf 
ei Brucinsalz der Thyminhexosephosphorsiure C,,H,,0,,N,P. 


0,0838 g Substanz 0,1825 g CO, 0,0460 g H,O 


0,1081 g 0,2359 g CO, 0,0591 g H,O 
3,91 mg 2 0,238 com N= (15° 765 mm) 
7,39 mg . 0,466 ccm N- (16° 766 mm) 


Thyminhexosephosphorsaurebrucinsalz C,,H,,0,.N,P (C.3H..0,Nq)s- 
Ber.: C 59,28°/, H 5,979, N 7,26, 
I. Gef.: C 59,38°/, H 6,149/, N 7,27°/, 
II. Gef.: C 59,51, H 6,119, N 7,50. 
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A, wird 3mal aus 35° igem Alkohol umkristallisiert, 
Kleine in Drusen angeordnete Nadelchen. 8%.-P. 200 °/202° 
Die Analysen von A, stimmen auf ein Brucinsalz der Cytosin- 
hexosediphosphorsiiure C,,H,,O,.N,P, mit 4 Mol. Brucin. 

0,0574 g Substanz 0,1273 g CO, 0,0339 g H,O 


4,59 mg ‘ 0,322 com N (15° 749 mm) 
4,27 mg " 0,278 com N= (14° 766 mm) 
0,1241 mg, 0,2198 ¢g (24 MoO,- P,O,). 


Cytosinhexosediphosphorsiurebrucinsalz C,)H,;0,.N;P.(C.3H,0,N,),. 
Ber.: C 60,93°/, H 602°, N 7,67°/, P 3,09°%, 
I, Gef.: C 60,48°/, H 6,59°/, N 8,19°/, P 3,05°, 
N 7,80°/,. 


Die urspriingliche Mutterlauge (M.A.) wird zuerst auf 


dem Wasserbade, dann im Exsikkator eingeengt. Auf Ton 
vollstiindig getrocknet und dann in Chloroform zur Entfernung 
von freiem Brucin suspendiert. Nach dem Abfiltrieren des 
Chloroforms ca. 9 g. Diese Menge wird in wenig 17°%igem 
Alkohol gelést und zur Staubtrockne im Exsikkator abgedunstet. 
Die absolut trockene Substanz wird in 20 ccm Wasser auf- 
genommen. Es entsteht sofort ein Kristallisat, das sich nach 
24 stiindigem Stehen vermehrt (A,). A, wird abfiltriert, auf Ton 
getrocknet und mehrmals aus 35°/oigem Alkohol umkristallisiert. 
Charakteristische, tonnchenfoérmige Kristalle S.-P. 226°/227°. 
Die Analysen dieser Substanz stimmen auf ein _basisches 
Brucinsalz der Cytosinhexosediphosphorsiure C,,H,,0,,N,P, 
mit 2 Mol, Brucin. 
0,1042 g Substanz 0,2125 g CO, 0,0561 g H,O 


0,1336 g ‘s 0,2708 g CO, 0,0697 g H,O 
6,14 mg ‘ 0,451 cem N (24° 760 mm) 
6,08 mg " 0,445 com N (16° 764mm) 
0,0927 g ‘ 0,2327 g 24 MoO,-P, O, 
0,1695 g re 0,4503 g 24 MoO,-P, 0;. 


Cytosinhexosediphosphorsiurebrucinsalz (basisch) 
Cio H,, O12 N; Ps (Cys Hye O, Ny)o. 
Ber.: C 55,06, H 5,80%, N 803%, P 5,08°, 
I. Gef.: C 55,68°/, H 6,02°%, N 844%, P 4,33%, 
Il. Gef.: C 55,28%/, H 5,83%/, N 868%, P 4,57%,. 
Die wifrige Mutterlauge von A, wird abfiltriert, eingeengt 
und mit viel absolutem Alkohol versetzt. Es entsteht ein 
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flockiger Niederschlag, der nach lingerem Stehen fest wird. 
Der Niederschlag enthilt reichlich Brucin; an der Luft ver- 
firbt er sich und zerflief}t. Versuche, diese Substanz nach 
Entfernung des Brucins mit Ammoniak iiber das Bleisalz zu 
reinigen, fihrten zu keinem Erfolg. Die aus dem Bleisalz 
nach dem Zersetzen mit Schwefelwasserstoff erhaltene wifirige 
Losung gibt mit p. Nitrophenylhydrazin einen spirlichen 
amorphen Niederschlag. Die aus der Mutterlauge von A, mit 
Alkohol fillbare brucinreiche, an der Luft zerflieSende Masse 
ist wahrscheinlich eine Mischung von Produkten unvollstin- 
diger Hydrolyse. 


Aufarbeitung des in Alkohol léslichen Teiles B. 


Der alkoholische Teil wird im Vakuum vollstindig ein- 
geengt, mit 30 com Wasser aufgenommen und mit 16 g Brucin, 
das in 32 ccm Alkohol gelést ist, versetzt. Die Lésung er- 
starrt zu einem Kristallbrei, der nach 12stiindigem Stehen 
abgesaugt wird (11 g). Nach Suspension in Chloroform 3,5 g 
(B). B wird in moglichst wenig heiffem 35°/oigem Alkohol 
geldst und von dem ausfallenden Kristallisat nach 6 Stunden 
abfiltriert (B, = 1 g). Die Mutterlauge von B, wird eingeengt. 
Es fallt ein Korper in feinen, langen Nadeln aus (B,). Nach 
weiterem Einengen kristallisieren grofge, rechteckige Kristall- 
prismen (B,). 

B, wird 3mal aus 35%igem Alkohol umkristallisiert. 
Feinste seidenglinzende Nadeln (S.-P. 186°/187°). Die Ana- 
lysenzahlen von B, (aus verschiedenen Hydrolysen dargestellt) 
stimmen. auf ein Brucinsalz der Thyminhexosediphosphorsiure 
C1, Hyp Oy, Py. 

0,1450 g Substanz 0,3253 g CO, 0,0830 g H,O 

014672 , 0,3261 g CO, 0,0821 g H,O 

0,1160 g : 7,15cem N (18° 780 mm) 

0,1074 g : 6,7 ccm N~ (18° 781 mm) 

0,1861g , 0,2913 g 24 Mo-0,P, 0,. 
Thyminhexosediphosphorsiure (C,,H,,0,,N,.P(C,3 Hs, 0,N,),. 


Ber.: C 61,07°9/, H 6,03°/, N 6,92°, P 3,06°%, 
I, Gef.: C 61,19°/, H 6,40°9/, N 7,4 %, 
II. Gef.: C 61,20°/, H 626% N 7,5 /, P 2,69%,. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXIV. 4 
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B, und B, sind aufierordentlich leicht léslich in 35 /oigem 
Alkohol. Sie kristallisieren gleichheitlich in makroskopischen, 
rechtwinkligen Prismen und zeigen den gleichen 8.-P. 175°/180°, 
Wir hielten die Substanz nach ihrem Aussehen fir Brucin- 
phosphat. Die Analysen ergaben jedoch Werte, die gegen 
diese Annahme sprechen. 


Fiir B, wurden gefunden: 


0,1513 g Substanz 0,3132 g CO, 0,0831 g H,O 
0,1413 g : 0,2933 g CO, 0,0762 g H,O 


0,22038 g - 6,1 ccm N_ (18° 780 mm) 
5,00 mg ‘ 0,277 ccm N- (17° 765 mm) 
0,1704 g ™ 0,5470 g (24 MoO,-P,0,) 


I. Gef.: C 56,46°/, H 6,147, N610% P — 
IL. Gef.: C 56,61°/, H 5,899, N 6,56%, P 5,53%/,. 


Fiir B, wurden gefunden: 


0,1013 g Substanz 0,2111 g CO, 0,0552 g H,O 
6,38 mg z 0,285 com N- (15° 749 mm) 
0,0613 g z 0.1685 g (24 MoO,-P, O,). 
Gef.: C 56,39°/, H 6,03°/, N 5,21°/, P 4,78. 


Es bleibt weiterer Untersuchung vorbehalten, die Brucin- 
salze B, und B, aufzukliren. 
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Uber Vergiftung der Amylase durch Schwermetalle und 
organische Stoffe. 


Vorliufige Mitteilung. 
Von 
Urban Olsson. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, Februar 1921.) 


Wenn auch bis jetzt iiber den enzymatischen Abbau der 
Stirke in wesentlichen Punkten noch Unklarheit herrscht, 
besonders hinsichtlich der Einheitlichkeit des Substrates und 
des spezifischen Katalysators, so gehdrt die Amylase doch zu 
denjenigen Enzymen, welche man in erster Linie wihlen wird, 
wenn man versuchen will, Aufschliisse iiber die chemische 
Natur solcher Stoffe zu gewinnen. 

Durch neuere Arbeiten, besonders diejenigen von Sherman 
und seinen Mitarbeitern, ist die Herstellung hochaktiver Amy- 
lasepriparate verhiltnismifig weit fortgeschritten und es bietet 
sich hier die Méglichkeit, durch das Studium der Metall- 
vergiftung in die Zusammensetzung dieses Enzyms niher ein- 
zudringen. Ich habe daher — einer Anregung von Professor 
Euler folgend — eine systematische Bearbeitung der Inakti- 
vierung der Amylase durch Fremdstoffe begonnen, woriiber 
bis jetzt nur wenige quantitative Angaben vorlagen. Dieses 
Studium erschien mir um so aussichtsreicher, als die , Enzym- 
vergiftungen“ auch wegen ihres Zusammenhanges mit physio- 


logischen und toxikologischen Problemen erhebliches Interesse 
besitzen. 
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Herstellung des Materials. 


Da die Reinheit der Enzympriiparate die Wirksamkeit 
von Metallgiften wesentlich beeinflu$t, war meine erste Auf- 
gabe, eine moglichst reine Enzymliésung herzustellen. Gerste 
(900 g) aus der Brauerei Sankt Erik, Stockholm, wurde wiih- 
rend 3 Tagen gekeimt und dann mit ausgewaschenem See- 
sand (300 g) gut zerrieben und die Mischung in destilliertem 
Wasser (1500 g) aufgeschlemmt und bei Zimmertemperatur 
2 Tage stehen gelassen. Nachher wurde das Malzextrakt 
zuerst durch ein Tuch und dann mehrmals durch Faltenfilter 
filtriert. Nach Zugabe von Toluol wurde wihrend 40 Stunden 
das Filtrat, das etwa 4°/o Zucker und ein wenig Eiweif ent- 
hielt, durch geschlossene Kollodiummembranen gegen destil- 
liertes Wasser, das ab und zu gewechselt wurde, dialysiert. 
Die Membranen wurden iiber einem Faltenfilter zerrissen und 
dem Filtrate wurde Toluol zugegeben. Eine so erhaltene 
Amylaselésung hat eine sehr kleine, in engen Grenzen wech- 
selnde Trockensubstanz. — Ich habe auch versucht, den Zucker 
durch Girung wihrend eines Tages bei 28° C. und darnach 
das Eiweif} durch Behandlung mit Kaolin wegzunehmen; doch 
habe ich diesen Weg aufgegeben, weil in saurer Lésung das 
Enzym vom Kaolin ganz und gar absorbiert wird und beim 
Arbeiten in mit Na,CO, neutralisierter Lésung das Eiweif} nur 
teilweise weggenommen wurde und die Aktivitiit der Enzym- 
lésung ein wenig abnahm. 

In dieser Untersuchung sind vier verschiedene Enzym- 
lésungen angewendet worden, die ich mit A, B, C und D be- 
zeichnet habe und die die Trockensubstanzen 0,55, 0,8, 0,72 
und 1,44 mg per ccm respektive hielten. — Die Stirkelésung 
war 2°%oig und derart hergestellt, daf wasserlésliche Starke 
zuerst bei 40° in 3 und dann bei 110—120° in 2 Stunden 
getrocknet wurde, eine gewogene Menge in einer kleinen Menge 
kalten Wassers aufgeschlemmt und in eine berechnete Menge 
kochendes Wasser eingegossen, einige Minuten gekocht und 
in ein Wasserbad von 37° hineingestellt. 
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I. Vergiftung von Amylase mit AgNO,. 
Versuchsanordnung. 


1 g chemisch reines AgNO, wurde in destilliertem Wasser 
pis zu 1 1 aufgeldst. Von dieser Losung wurden 10 ccm zu 
1 1 verdiinnt und hiervon 30 ccm zu 300 ccm. 1 ccm der 
endgiiltigen Lésung enthalt also 0,001 mg AgNO,. In einem 
Wasserbad von 37° wurden, zusammen mit der Stirkelésung, 
0,29 Normalacetatlésung, Enzymlésung und Wasser vorge- 
wirmt. In einem Reaktionskolben (37°) wurden 50 ccm Stirke-, 
18 ccm Acetatlésung, variierende Mengen Gift, Enzymlésung 
und Wasser einpipettiert, so daf} die Reaktionsmischung 80 ccm 
ausmachte. Nach verschiedenen Zeiten wurden aus den Reak- 
tionskolben Proben von 10 oder 15 ccm genommen, welche in 
ene Fehlings-Lésung einpipettiert wurden, um die Reaktion 
abzubrechen. Der erhaltene Zucker wurde nach Bertrand 
als Maltose bestimmt und die Reaktionskonstante wurde nach 


< 


der Formel k = : log —“— berechnet. Als Proben yon 10 ccm 


genommen wurden, war a = 90,5 und bei Proben von 15 ccm 
a = 135,8, denn aus der verwendeten Stirke konnten nur 
69°/) der theoretisch berechneten Maltosemenge gewonnen 
werden, x = dem wiihrend der Reaktion gebildeten Zucker, 
nachdem die eigene Zuckermenge der Starke (entsprechend 
0,26 com KMnO, bei Probe von 10 ccm und 0,39 ccm bei 
Probe von 15 ccm) abgerechnet war. 


A. Die Vergiftungsgrenzen. 


Versuchsreihe l. 


P,, der Acetatlésung = 5,25. Temp. 37°. 2 ccm Enzym A 
zum Schluf§ zugesetzt. Proben von 10 ccm nach 3, 5, 6, 9, 
12 und 18 Minuten genommen. 1 ccm KMnO, entspricht 
4,7 mg Zucker. In den Beilagen 1—5 sind die Ziffernresul- 
tate wiederzufinden. Wenn man die Reaktionsgeschwindig- 
keit bei der Probe ohne Gift mit 100 bezeichnet, erhilt man 
bei steigenden Giftmengen untenstehende relative Reaktions- 
geschwindigkeiten: 
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PDR RNS, RU gh : 








54 





Urban Olsson, 








Beilagen 





Giftmengen x 10° Relative Reaktions- 
Nr. mg AgNO, F geschwindigkeiten 
1 0 18 100 
2 0,001 17 94,4 
3 0,002 12 67 
4 0,004 5 28 
5 0,008 0 0 











Versuchsreihe 2. 


Methode und Versuchsbedingungen wie in Versuchsserie 1. 
Proben von 10 ccm nach 3, 6, 9 und 12 Minuten genommen: 











Beilagen | Giftmengen . Relative Reaktions- 
Nr. mg AgNO, ies geschwindigkeiten 
6 0 18 100 
7 0,002 12 67 
8 0,003 8 44 
9 0,005 0 0 











Die Resultate der Versuchsserien 1 und 2 sind in Fig. 1 
graphisch dargestellt: 
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Aus dieser geht hervor, dafi die Giftwirkung, gemessen 
durch die relativen Reaktionsgeschwindigkeiten, direkt pro- 
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portional zu den Giftmengen ist, und daf, wenn man 
gus der Figur diejenige Giftmenge herversucht, die fiir die 
Inaktivierung zur Halfte ndtig ist, dieselbe etwas weniger 
ist als 0,003 mg AgNO, auf 80 ccm Mischungsvolumen, was der 
Konzentration von 2,1-10 normal AgNO, entspricht. 
Der entsprechende Wert bei Saccharase’) ist 2,48-10-*. Ferner 
geht hervor, daf} die bei der Giftmenge 0,001 mg AgNO, vor- 
handene Vergiftung bereits bei 0,005 mg beinahe total ist. 


B. Vergiftungsversuch mit AgCl und AgCN. 
Versuchsreihe 38, 


Infolge der unerhérten Empfindlichkeit der Amylase fiir 
Silbersalze diirften bei diesem Enzym Vergiftungen mit AgCl 
ausgefiihrt werden. Daher wurde AgCl aus einer AgNO,- 
Lésung mit NaCl ausgeschlagen und der erhaltene Bodensatz 
iuferst sorgfiltig ausgewaschen, und der AgCl-Bodensatz wurde 
sodann mit destilliertem Wasser waihrend 24 Stunden bei un- 
gefahr 17° umgeschiittelt. Der AgCl-Bodensatz wurde wieder- 
holt durch Analysefilter filtriert, damit keine eventuelle Adsorp- 
tion vom Enzym von festem AgCl erfolgen konnte, Aus dem 
Filtrate wurden 3/,, 1, 2 und 3 ccm resp. ausgenommen und 
die Vergiftung wurde wie in Versuchsserie 1 ausgefiihrt. 
2 ccm Enzymlosung A wurde zuletzt zugesetzt. P,, der Acetat- 
lisung = 5,95. Temp. 37°. Proben von 15 ccm nach 3, 6 und 
9 Minuten genommen. 1 ccm KMnO, = 9,57 mg Zucker. 











Beilagen | Giftmengen , Relative Reaktions- 
Nr. ccm Ag(Cl adi geschwindigkeiten 
10 0 13 100 
11 al 11 85 
12 1 4 31 
13 2 beinahe 0 beinahe 0 
14 3 P 0 oe 











1, Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, S. 356 (1920). 
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Gemifi Versuchsserie 3 ist die relative Reaktionsgeschwin- 
digkeit bei einer Giftmenge von 1 ccm AgCl auf 31 gesunken, 
die, wenn laut Boérnsteins Tabellen 1,31 -10* g AgCl bej 
17° in 100 g Wasser gelést werden, 0,0013 mg AgCl oder 
0,0015 mg AgNO, entspricht. Dies stimmt nicht ganz mit 
Fig. 1 tiberein, aus welcher fiir die relative Reaktionsgeschwin- 
digkeit 31 eine Giftmenge von 0,0036 mg AgNO, extrapoliert 
wird. Infolge dieser Divergenzen hinsichtlich nétiger Gift- 
menge habe ich versucht, die Ag-Konzentration unter Zuhilfe- 
nahme eines Giftpuffers: konstant zu halten und hierfiir KCN 
angewendet; infolge experimentaler Schwierigkeiten habe ich 
bis auf weiteres diese Methode aufgegeben. Auch mit AgCN 
sind Vergiftungsversuche ausgefiihrt worden. AgNO, wurde 
mit KCN ausgeschlagen und die AgCN-Lésung in derselben 
Weise wie bei AgCl hergestellt. Mehrere verschiedene Gift- 
mengen kamen zur Verwendung, ich erhielt aber beinahe totale 
Vergiftung bereits mit 12 com AgCN-Lisung bei 25 ccm 
4°%oige Stirkelésung, 36 com Wasser, 15 ccm Acetat- und 
2 ccm Enzymlésung A (zum Schluf zugesetzt). Totalvolum 
90 ccm. Laut Bornsteins Tabellen werden bei 17,5° 4,3 - 10° 
AgCON in 100 g Wasser gelést. 12 com AgCN-Lésung ent- 
hilt also 0,00052 mg AgCN, entsprechend 0,00066 mg AgNO, 
in 90 ccm oder 0,00059 mg AgNO, in 80 ccm. 

Diese geringe Ubereinstimmung mit Fig. 1 kann méglicher- 
weise dem Umstande zugeschrieben werden, daQ die Temperatur 
wihrend des Schiittelns des AgCN-Bodensatzes nicht konstant 
17,5° war, und dies um so mehr, als, laut Morgan, auch 
kleine Temperaturveriinderungen einen héchst wesentlichen 
Einfilufi auf die Léslichkeit bei AgCN haben. 


C. Giftwirkung bei wechselnder Enzymmenge. 


Versuchsreihe 4. 


Zu zwei gewohnlichen Reaktionsmischungen wurden 3,5 ccm 
AgNO, (0,0035 mg) zugesetzt und zuletzt 3 und 1 ccm resp. 
Enzymlésung A. Parallelprobe ohne Gift. Proben von 15 ccm, 
nach 3, 6, 9 und 12 Minuten genommen. P,, der Acetat- 
lésung = 5,95. Temp. 37° 1 ccm KMnO, = 9,4 mg Zucker. 
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Beilage — Relative Reaktions- 
we Nr. geschwindigkeiten 
ohne Gift 15 28 100 
3 ccm \| mit Gift] 16 25 89 
f ohne Gift 17 7 100 
1 ccm \| mit Gift | 18 3 43 














Versuchsreihe 5. 


Methode wie in Versuchsserie 4. Giftmenge 0,003 mg 
AgNO,, 6 und 2ccm Enzymlésung C resp. zuletzt zugesetzt. 
P, der Acetatlisung = 5,25, Temp. 37°. 1 com KMnO, = 


957 mg Zucker. Proben von 10 ccm nach 5, 10 und 15 Mi- 
nuten genommen. 














. Beilage ‘i Relative Reaktions- 
ne wt. 1 B eectadiilion 
i ohne Gift 19 83 100 
6 ccm | mit Gitt | 20 63 76 
| 3 Sntdiee 
, { ohne Gift} 21 29 100 
com, mit Gift | 22 10 34 
| 











Aus den Probeserien 3 und 4 geht hervor, dai, wenn 
bei konstanter Giftmenge die Enzymmenge im Ver- 
haltnis 3:1 vermindert wird, die Giftwirkung zu- 
nimmt, und dies gemiifs der vorigen Serie im Verhiltnis 1 : 2,07 


und gemiif} der letzteren wie 1: 2,24 oder im Durchschnitt 
wie 1: 2,15. 


D. Selbstregeneration von dem Enzym nach Ag-Vergiftung. 


Da Euler und Svanberg’) einen als Selbstregeneration 
bezeichneten Effekt gefunden hatten, wurde versucht, ob sich 
eine tihnliche Erscheinung bei der Amylase geltend macht. 


’) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, S. 347 (1920). 
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Versuchsreihe 6, 


30 ccm Enzymlésung C wird fiir sich bei 37° erwirmt, 
ebenso 20 com AgNO,-Lésung (0,001 mg pro ccm). Diese 
Lésungen werden zusammengemischt. Nach 3/,, 8 Minuten 
1 Stunde, 27/, Stunden, 19 Stunden und 25 Stunden werden 
aus der Mischung 5 ccm (3 ccm Enzymlésung und 0,002 mg 
AgNO,) genommen und den Reaktionskolben zugesetzt. Nach 
3 und 5 Minuten werden aus denselben Proben von 10 ccm 
genommen. Parallelversuche ohne Gift mit einer entsprechen- 
den Menge (3 ccm) von nicht vergiftetem Enzym. P,, der 
Acetatlésung = 5,25. 1 com KMnO, = 9,57 mg Zucker. Da 
Proben, nach 3 Minuten genommen, laut Bertrand nur ap- 
proximative Werte geben, stelle ich in untenstehender Tabelle 
nur diejenigen Reaktionskonstanten, die laut Proben, nach 
5 Minuten genommen, erhalten sind, zusammen: 











Beilagen| Zeit der Beeinflussung : 
Nr. zwischen Enzym und Gift -— 
24 1/, Minute 11 
25 8 Minuten 11 
26 1 Stunde 12 
27 21/, Stunden 13 
28 19 : 15 
29 25 is ” 15 








Beim Parallelversuch ohne Gift ist K 10* = 48,5 (Bei- 
lage 23). 

In der Tabelle sehen wir eine Steigerung der Reaktions- 
konstanten; wir sind also zu behaupten berechtigt, daf} auch 
bei der Amylase eine, wenn auch langsam laufende Regene- 
ration des Enzymes nach Vergiftung mit AgNO, vorliegt. 


II. Vergiftung von Amylase mit CuSQ,. 


1 g chemisch reines CuSO, wurde in destilliertem Wasser 
zu einem Liter aufgelést. Von dieser Lésung wurden 20 ccm 
zu 100 ccm verdiinnt (pro ccm 0,2 mg CuSQ,). 










Methode wie in Versuchsserie 1. P,, der Acetatlésung a 
= 5,95. Temp. 37°. 5 ccm Enzymlésung A zum Schluf zu- (@ 
gesetzt. Proben von 10 ccm nach 3, 6, 9, 12 und 18 Minuten 
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Versuchsreihe 7. 















genommen. 1 ccm KMnQ, = 9,57 mg Zucker. | e 
Beilagen | Giftmengen K | E 

Nr. mg CuSO, a Be 

. a 

30 0 33 —> 25 4 

31 2 4—> 2 | a 

33 0,8 35 —> 8 = 

32 0,4 33—> 7 | = 


Wihrend bei Ag die Giftwirkung — sei diese partial 
oder total — iiber die ganze Versuchszeit ausgedehnt ist, 
trifft sie bei Cu, wenigstens hinsichtlich der niedrigen Kon- 
zentrationen, erst nach gewisser Zeit ein (noch unmerkbar 
nach 3 Minuten in den Beilagen 32 und 33), um spiiter schnell 
zu steigen und schlieflich wihrend der iibrigen Versuchszeit 
das Fortsetzen der Reaktion total zu verhindern. 


In einem Reaktionskolben werden bei 37° erwirmte 5 ccm 
Enzymlésung A und 3 ccm CuSO, (0,6 mg) gemischt und in 
einem andern Kolben in derselben Weise 5 ccm Enzymlésung 
und 1 ccm CuSO, (0,2 mg). Nachdem Gift und Enzym wih- 
rend 10 Minuten geblieben sind, wird zu jedem Kolben eine 
bei 37° erwirmte Mischung von Stirke- und Acetatlésung 
nebst Wasser zugesetzt, und zwar so berechnet, daf} das 
Schlu8volumen gleich 80 ccm ausmacht. Parallelversuch ohne 
Gift. Proben von 10 ccm nach 3, 6, 9, 12, 20, 60, 130 und 
240 Minuten genommen. P,, der Acetatlésung = 5,95. 1 ccm 






























ee ee 9. ot eee 


Versuchsreihe 8. 





KMnO, = 9,57 mg Zucker. 











Beilagen Giftmenge 
Nr. mg CuSO, 
34 0 
35 0,6 
36 0,2 
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Da in diesem Versuch das Enzym wihrend 10 Minuten 
der Wirkung des Giftes ausgesetzt worden ist, bevor es in 
die Reaktionsmischung hineinkommt, entsteht hier die Ver- 
giftung sofort und nicht wie in Versuch 7 erst nach einer 
gewissen Zeit, und ist bei der grdfieren Guiftkonzentration 
(0,6 mg) nicht weit von total. Wa&hrend der verhiltnismiifiig 
langen Reaktionszeit (240 Minuten) wird inzwischen die end- 
giiltige Zuckerbildung bedeutend: bei der niedrigen Giftkon- 
zentration 67,3 mg Zucker und bei der héheren 32,3 mg gegen 
89,9 mg im Versuch ohne Gift. 


Versuchsreihe 9. 


30 ccm Enzymlésung B wird fiir sich bei 37° erwiirmt, 
ebenso 20 com CuSO,-Lésung (1 ccm = 0,2 mg CuS0Q,). 
Diese Liésungen werden gemischt. Nach 1/,, 6, 10, 20, 30 
und 60 Minuten werden aus der Mischung 5 ccm genommen 
(entsprechend 3 ccm Enzymlésung und 0,4 mg CuSQ,), welche 
den Reaktionskolben zugesetzt werden. Nach 3 und 5 Minuten 
werden aus denselben Proben von 10 ccm genommen. Parallel- 
versuch ohne Gift mit einer entsprechenden Menge (3 ccm) 
vorher nicht vergifteten Enzyms. P,, der Acetatlésung = 5,25. 
1 ccm KMnO, = 9,57 mg Zucker. 











Beilagen Zeit der Beeinflussung K 10° 

bei Proben von 
Nr. zwischen Gift und Enzym | 9, 5 winuten 
38 1/, Minute (16) 16 
39 6 Minuten (13) 138 
40 10 (10) 11 
41 20 . (6) (7) 
42 30 ‘ (3) (3) 
43 60 5 19 17 








Bei Parallelversuch ohne Gift ist K 10° = 33 (Beilage 37). 
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Versuchsreihe 10. 


Genau wie bei Versuchsserie 9, aber mit dem Enzym C. 








Beilagen | Zeit der Beeinflussung K 103 





Nr. zwischen Enzym und Gift | ,ach 3 Min. | nach = Min. 
45 1/, Minute 22 21 
46 6 Minuten 24 18 
47 12 7 18 20 
48 18 ‘ (9) 17 
49 60s (2) (1) 
50 130 ‘ 10 11 











Anm.: Die eingeklammerten Ziffernangaben sind approximativ nach 
Bertrands Tabelle. 


Bei Parallelversuch ohne Gift ist K 10° = 48,5 (Beilage 44). 

Die Versuche 9 und 10 erweisen, dafi das Eintreten 
der Cu-Vergiftung eine gewisse Zeit erfordert, wie bereits 
Versuch 7 gezeigt hat. Auf der andern Seite scheint danach 
die Vergiftung wieder allmahlich durch eine Selbstregene- 
ration gehoben zu sein, wenn auch meine Versuchsziffern hier 
fiir eine sichere Beurteilung zu wenig sind. 


Ill. Altere Angaben iiber Vergiftung von Amylase 
mit Ag- und Cu-Salzen. 


Die bis jetzt in der Literatur vorliegenden Angaben iiber 
Vergiftung bei Amylase kénnen nur als orientierende auf- 
gefabt werden. 

Mc Guigan?) bestimmt diejenige AgNO,-Menge, welche 
notig ist, um die Zuckerbildung aus Starke mit Amylase 
wahrend einer Reaktionszeit von 1 Stunde und bei einer Tem- 
peratur von 40° vollkommen zu verhindern, und findet die hier- 
fiir erforderliche Konzentration auf AgNO, < 1-10° normal 
zm sein. Mc Guigan hat sicherlich die niedrigere Grenze 
erforderlicher Giftmenge nicht erreicht, da ich bei meinen 
Versuchen eine beinahe totale Vergiftung bei 3,7 - 10-7 normal 


1) Mec Guigan, Amer. journ. Physiol. Bd. 10, 8S, 444 (1904). 
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erziele. — Baumgarten und Luger’) lassen eine Diastase- 
lésung wahrend 48 Stunden bei 37° auf eine 1°/oige Stirke. 
lésung im Beisein von AgNO, wirken und finden, daf} voll- 
stindige Vergiftung bei 1-10-7 normal eintritt, was ganz gut 
mit meinem Wert, 3,7 - 10-7, iibereinstimmt. 

Die Angabe, dafi teilweise Hemmung bei 1-107 normal 
AgNO, vorkommt, ist mir auf keine Weise verwertbar, da 
der Grad der Hemmung nicht angedeutet ist und bei solchen 
Giftkonzentrationen die Verunreinigungen der Lésung eine 
entscheidende Rolle spielen. Es ist im hohen Grade unwahr- 
scheinlich, daf}, wenn eine elektrische Bestimmung ausgefiilrt 
worden wire, diese mit den Angaben iibereinstimmende Resul- 
tate geliefert hitte. In erster Linie muf} hier hervorgehoben 
werden, daf} quantitative Vergiftungsversuche an Enzymen nur 
dann tatsichlich einen Wert haben, wenn das angewandte 
Enzympriparat bzw. die angewandte Enzymlosung ausreichend 
definiert ist, und zwar sowohl hinsichtlich ihrer Wirksamkeit 
als beziiglich der Natur der iibrigen Reaktionskomponenten. 
Mit so charakterisierten Enzymlésungen mu dann die Kon- 
zentrationsfunktion Enzym-Gift untersucht werden. 

Der Vollstindigkeit wegen sei noch mitgeteilt, dafi ver- 
einzelte Angaben iiber Amylasevergiftungen durch Ag- und 
Cu-Salze bei folgenden Autoren zu finden sind: Saxl?), 
Pfeiffer und Kadletz*), Langer‘). Lintner®), Gerber‘) 
und Mathews’). Da ich ihre Versuchsbedingungen mit den 
meinigen wenig vergleichbar finde, erachte ich es zurzeit nicht 
nétig, auf ihre Resultate hier niher einzugehen. 


1) Baumgarten und Luger, Wien. klin. Wochenschr. Bd. 30, 
S. 1222 (1917). 


*) Saxl, Wien, klin. Wochenschr. Bd. 30, 8. 714 (1917). 

5) Pfeiffer und Kadletz, Wien. klin. Wochenschr. Bd. 30, S. 997 
und 1221 (1917). 

*) Langer, Wien. klin. Wochenschr. Bd. 30 (1917). 

5) Lintner, Journ. fr. Chem. N, F. Bd, 36, S. 481 (1887). 

®) Gerber, C. r. Soc. Biol. Bd. 70, 8. 1389, 547, 724, 727 (1911). 

”) Mathew, Amer. journ. Physiol. Bd. 10, S. 290 (1904), 
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IV. Vergiftung von Amylase mit Anilin, 
Versuchsreihe 11. 


Methode wie bei Versuchsserie 1, Anstatt Acetatlésung 
wird hier 0,29 Normalphosphatlésung mit P,, = 5,39 angewandt. 
5 ccm Enzymlésung D zuletzt zugesetzt. Proben von 10 ccm 
nach 3, 6, 9 und 12 Minuten genommen. 1 ccm KMn0O, 
= 9,57 mg Zucker. 











Beilagen | Giftmengen K 10° Relative Reaktions- 
Nr. g Anilin geschwindigkeiten 
51 0 17 100 
52 0,07 17 100 
53 0,2 16 94 
54 (0,6 13 76 
55 1 10 59 
56 5%, 6 35 
57 2 4 24 











Aus Fig. 2 geht hervor, dafi Amylase zur Halfte von 
der Giftmenge 1,1 g Anilin auf 80 ccm Mischung inaktiviert 
wird, entsprechend 0,15 normal Anilin. 


V. Vergiftung von Amylase mit Jod. 


Bei etwa der gleichen Versuchsanordnung wie oben 
vergiftet 2-10- normale Jodlésung die Amylase auf rund 
50°) des normalen Wertes. — KJ der Jodlésung verursacht 
diese Vergiftung nicht. — Ein Versuch, das Enzym durch 
Thiosulfat zu regenerieren, ist nicht gelungen. Vergleichende 
Versuche zeigten, dafi die Vergiftung in diesen minimalen 
Jodkonzentrationen etwa auf die Gegenwart einer Doppel- 


bindung oder einer NH,-Gruppe in der Amylase zuriickgefiihrt 
werden kénnte. 
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Fig. 2. 












































VI. Vergiftung von Amylase mit Phenylhydrazin- 
chlorhydrat. 


Zu der Mischung von Enzymlésung, Wasser und Acetat- 
lésung wurde Phenylhydrazinchlorhydrat zugesetzt. Von Zeit 
zu Zeit wurden Proben der Fliissigkeit zu der gepufferten 
Starkelésung zugegeben. 

Bei einer Giftkonzentration in der Reaktionsmischung von 
6,9-10-3 norm. Phenylhydrazinchlorhydrat und nach einer Kin- 
wirkungsdauer des Giftes auf das Enzym von 40 Minuten war 
das Enzym zu 77°/, vergiftet. 

Phenylhydrazin erweist sich also als ein stiarkeres Gift 
als Anilin; bei diesem ist allerdings der Einfluf der Inku- 
bationszeit noch nicht untersucht. 

Uber die Wirkung des Alanins, das sich als ein schwa- 
ches Gift erwiesen hat, wird spiter niheres mitgeteilt werden. 
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Zusammenfassung. 


Bei meinen Versuchen mit Amylaselésungen, die nach 
Beschreibung auf Seite 52 gereinigt und in angegebener Weise 
charakterisiert') sind, wurden folgende Resultate erhalten: 


a 


or 


Bei Vergiftung von Amylase mit AgNO, verhiilt sich 
die Giftwirkung proportional zu der Giftmenge. 


. Bei den bei meinen Versuchen angewandten Enzym- 


lésungen tritt die Inaktivierung des Enzyms auf die 
Hilfte bei einer AgNO,-Konzentration von 2,1 - 10-7 
normal ein. Es mu besonders hervorgehoben werden, 
dafi bei Ag-Vergiftung von Amylase das Vergiftungs- 
gebiet sehr beschriinkt ist. 


. Versuche mit AgCl- und AgCN-Loésungen geben eine 


relativ gute Ubereinstimmung mit AgNO,-Versuchen. 
Bei konstanter Giftmenge nimmt die Giftwirkung zu, 
wenn die Enzymmenge vermindert wird. Proportionalitit 
siehe S. 57. 

Eine wenn auch schwache Selbstregeneration des En- 


zyms Amylase nach Ag-Vergiftung konnte konstatiert 
werden. 


» Wihrend bei Ag die Vergiftung momentan ist, be- 


ansprucht ihr Eintreten bei Cu eine gewisse Zeit; 


. sie scheint von einer Selbstregeneration begleitet zu sein, 


Bei der Vergiftung von Amylase mit Anilin tritt In- 
aktivierung zur Hilfte bei einer Konzentration von 
0,15 normal Anilin ein. 


Die Untersuchung wird von mir mit andern Schwermetallen 
und organischen Stoffen fortgesetzt. 


1) Diese Zeitschr. Bd. 113, 8S. 28 (1921). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiolog. Chemie. CXIV. 2 


0. 


. cee 
Tasudssinemnatin ah 5 Ga 
he ie ae 


Peek ny om ene ee 
Aig ee 
= Ps i Se 

























































66 Urban Olsson, 
Beilagen. 
Nr. der t ccm mg , 
Beilage | Minuten | KMnO,] Zucker x K 10 Bemerkungen 
Versuchsreihe 1. 
1 3,5 1,7 12,5 18 
6 2,63 20,7 19 
9 3,65 29,7 19 
12 4,19 34,5 17 
18 5,34 44,8 16 Mittel: 18 
2 3,0 1,8 13,4 20 
6 2,75 21,7 20 
9 3,15 25,3 16 
12 3,86 31,5 15 
18 4,32 35,6 12 Mittel: 17 
3 3,5 1,63 11,9 17 
6 2,12 16,2 14 
9 2,28 17,7 10 
12 2,81 22,3 10 
18 2,72 21,6 7 Mittel: 11 
4 3,5 0,72 (3) (4) 
6 1,07 (6,5) (7) 
9 1,24 (8,3) (5) 
12 1,39 9,8 4 
18 1,51 10,8 3 Mittel: 5 
5 3,5 0,25 0 0 
6 0,26 0 0 
9 0,31 | 0 (beinahe) | 0 (beinahe) 
12 0,37 | 0 " 0 ” 
18 0,34 | 0 . 0 . Mittel: 0 
(beinahe) 
Versuchsreihe 2. 
6 3 1,50 10,7 18 
6 3:7 21,3 19 
9 3,78 30,8 20 
12 4,03 33,1 16 Mittel: 18 
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Nr. der t ccm mg , 
Beilage |} Minuten | KMnO,}| Zucker x K 10 Bemerkungen 

7 3 1,20 (8) 13 

6 192 14,3 12 

9 2,61 20,6 12 

12 2,96 23,6 1] Mittel: 12 
g 3 0,89 (5 5) (9) 

6 1,35 (9,4) (8) 

9 1,76 13,1 8 

12 2,12 16,2 7 Mittel: 8 
9 3 0,44 0 (beinahe) 

6 0,40 = 0 5 

9 0,31 ~ 0 ro 

12 0,44 0 i Mittel: 0 

(beinahe) 
Versuchsreihe 3, 

10 3 1,72 11,4 13 

6 3,13 23,6 14 

9 3,67 28,3 11 Mittel: 13 
1] 3 1,53 (9,7) (11) 

6 2,78 20,7 12 

9 3,45 26,3 10 Mittel: 11 
12 3 1,— — oe 

6 1,35 (8) (4) 

9 1 67 11 4 Mittel: 4 
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Nr. der t ccm mg K 109 
Beilage | Minuten | KMnO,] Zucker x 0 Bemerkungen 
Versuchsreihe 4. 
15 3 3,47 26,1 31 
6 5,50 43,5 28 
9 7,32 59,5 28 
12 8,16 66,7 24 Mittel: 28 
16 3 3,01 24,8 29 
6 5,22 41,2 26 
9 6,58 53 24 
12 7,24 58,8 21 Mittel: 25 
17 8 1,3 (7,4) (8) 
6 1,96 13,2 7 
9 2,93 18,1 7 
12 2,98 22 6 Mittel: 7 
18 3 0,68 —~ 
6 0,88 — — 
9 1,50 (9,2) (3) 
12 1,65 10,6 3 Mittel: 3 
Versuchsreihe 5. 
19 o “a 59,8 94 
10 9,08 77,4 84 
15 9,65 82,3 70 Mittel: 83 
20 5 5,91 49,1 68 
10 8,12 68,8 62 
15 9,23 78,7 59 Mittel: 63 
21 5 $,23 25,6 29 
10 5,30 43,7 29 
15 6,75 56,6 28 Mittel: 29 
22 5 1,66 12 12 
10 2,25 17,1 9 
15 3,12 24,7 9 Mittel: 10 
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Nr, der 
Beilage}| Minuten | KMnO,} Zucker x 


t 


ccm 


mg 





Bemerkungen 





bo 
~] 


30 








3,27 
4,60 


1,15 
1,48 


1,20 
1,49 


1,07 








Versuchsreihe 6. 
25,9 
37,6 


10,6 
10,6 


11,8 








14 


Versuchsreihe 7. 
18,2 
31,8 
42,9 
47,6 
57,9 














Mittel: 48,5 


Mittel: 29 






























70 Urban Olsson, 
Nr. der t ccm mg 
Beilage | Minuten | KMnO,] Zucker x K 10° Bemerkungen 
Versuchsreihe 8, 
34 3 2,57 19,9 36 
6 4,13 33,5 33 
9 5,40 44,7 33 
12 6,58 55,2 34 
20 8,46 71,9 34 
60 10,26 87,9 26 
130 10,38 88,9 13 
240 10,49 89,9 9 — 
35 3 0,56 - 
6 0,62 ve = 
9 0,59 — 
12 0,66 — — 
20 0,90 — ot 
60 1,45 10,2 0,9 
130 2,43 18,8 0,8 
240 4 32,3 0,8 — 
36 3 1,28 (8,6) (14) 
6 1,95 14,5 13 
9 2,45 18,9 11 
12 2,87 22,6 10 
20 4,27 34,7 11 
60 4,93 40,6 4 
130 6,28 52,5 3 
240 7,92 67 2 
Versuchsreihe 9. 
37 3 2,42 18,7 33 
D 3,05 28,4 33 Mittel: 33 
38 3 1,39 (9,6) (16) 
5 2,03 15,2 16 — 
39 3 1,23 (8) (13) 
5 1,78 13 13 — 
40 3 0,98 (5,9) (10) 
5) 1,56 11,1 11 
41 3 0,80 (4) (6) 
5 1,13 (7,3) (7) - 
42 3 0,60 (2) (3) 
5 0,68 (3) (3) = 
43 3 1,58 11,3 19 
5 2,18 16,5 17 
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Nr. der 





t ccm mg - 
Beilage} Minuten | KMnO,] Zucker x K 10 Bemerkungen 
Versuchsreihe 10. 

44 3 3,26 25,8 48 

5 4,79 39,4 49 Mittel: 48,5 
45 3 1,78 13 23 

5 2.52 19,5 21 _ 
46 3 1,87 13,8 24 

5 2,20 16,7 18 _ 
47 3 1,48 10,5 18 

5 2,46 19 20 - 
48 3 0,95 (5,5) (9) 

5 2,12 16 17 — 
49 3 0,50 (1,2) (2) 

5 0,50 (1,2) (1) 
50 3 1 (6) (10) 

5 1,55 11 11 — 

Versuchsreihe ll. 

51 6 2,50 19,3 17 

9 3,45 27,5 17 

12 4,42 36 18 Mittel: 17 
52 6 2,45 18,9 17 

9 3,38 26,9 17 

12 4,45 36,3 18 Mittel: 17 
53 6 2.40 18 16 

9 3,29 26,1 16 

12 4,05 32,8 16 Mittel: 16 
54 6 2,10 15,8 14 

Y 2,82 21,6 13 

12 3,30 26,2 12 Mittel: 13 
55 3 0,95 (5,9) (9) 

6 1,65 11,9 10 

9 2,30 17,4 10 Mittel: 10 
56 3 0,7 (3,1) 5 

6 1,10 (6,9) 6 

g 1,72 12,6 7 

12 1,98 14,4 6 Mittel: 6 
57 6 0,90 (5) 4 

9 1,08 (6,7) 4 . 

12 1,51 10,6 5 Mittel: 4 
































































Uber die quantitative Bestimmung des Harnstoffes. 
Von 
Yngve Funcke. 
Mit 1 Abbildung. 


Der Redaktion zugegangen am 15. Februar 1921. 


Diejenigen Methoden, welche von verschiedenen Verfassern 
zur Bestimmung von Harnstoff vorgeschlagen worden sind, 
kénnen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden. 

Zur ersten Gruppe gehéren diejenigen, welche sich aut 
die Zersetzung des Harnstoffes in Kohlendioxyd und Ammoniak 
und die alkalimetrische Bestimmung des Ammoniaks beziehen, 
und zur zweiten Gruppe diejenigen, welche sich auf die Zer- 
setzung des Harnstoffes in Kohlendioxyd und Stickstoff und 
die Volummessung dieser Gase oder des Stickstoffes beziehen. 

Da die letztgenannten Methoden am bequemsten auszu- 
fiihren sind, mégen zunichst die wichtigsten von diesen bisher 
angewandten kurz erwihnt werden. 

Die von Hiifner und Knop!) friiher benutzte Methode 
besteht darin, daf} Harnstoff bei gewéhnlicher T’emperatur 
durch die Einwirkung von Natriumhypobromit in Kohlendioxyd, 
Stickstoff und Wasser zersetzt wird nach dem Schema: 

CO(NH,), + 3 NaBrO = 3 NaBr-+ CO, +N, + 2H,0. 
Wenn ferner die Natriumhypobromitlésung einen Uberschufi 
an Alkali enthilt, so wird das Kohlendioxyd absorbiert und 
nur der Stickstoff entweicht. Die Zersetzung geht allerdings 
nicht quantitativ, denn ein Teil des Stickstoffes bleibt teils 
als Cyanat (Fenton?) und Foster*)), teils als Nitrat (Fau- 
connier*) und R. Luther®)) gebunden zuriick. 

') Chem. Centralbl. 1860, 244; 1870, 132 u. 294. 

*) Journ. of the chem, Soc. Bd 33, S. 300 (1878) und a. a. O. 

3) Journ. of the chem. Soc. Bd. 35, S, 122 (1889). 


‘) Bull. de la Soc. chim. [2] Bd. 33, S. 102 (1880). 
5) Diese Zeitschr. Bd. 13, 8. 502 (1889). 
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Die von Riegler') vorgeschlagene Methode, welche wegen 
ihrer leichten Ausfiihrbarkeit zurzeit in weitem Mafie benutzt 
wird, beruht darauf, daf} Harnstoff beim Erwairmen mit Mil- 
lonschem Reagens ein Gasgemisch aus gleichem Volumina 
Kohlendioxyd und Stickstoff nach dem folgenden Schema 
gibt, was Claus”) und Palme?) bestitigt haben: 

CO(NH,), + HNO, +- HNO, = NH,NO, + CO, + N, + H,0. 

Ekecrantz und Séderman‘) haben durch Kombina- 
tion der Rieglerschen Methode mit dem wohlbekannten Ver- 
fahren von Dumas zur Bestimmung von Stickstoff in organi- 
schen Verbindungen viel sicherere Resultate erhalten kénnen, 
als dies mit der urspriinglichen Methode méglich war. Es 
erwies sich jedenfalls spiter, daf§ eine Fehlerquelle nicht be- 
achtet worden war. Herr Dr. Max Dohrn’) hat darauf 
aufmerksam gemacht, daf} der erhaltene Stickstoff nicht vollig 
rein ist, sondern eine geringe Menge Stickstoffoxyd enthalt. 
Dieses stammt von der in dem Reagens enthaltenen sal- 
petrigen Siure, welche unter Umstiinden nach dem folgenden 
Schema teilweise zersetzt wird: 

2 HNO, = NO -+ NO, + H,0. 

Das entstandene Stickstoffdioxyd verursacht bei der Bestim- 
mung nach Riegler unbetrachtliche, und bei der Bestimmung 
nach Ekecrantz und Séderman gar keine Fehler, da es 
durch die EKinwirkung von Wasser oder Alkalilauge salpetrige 
Siiure und Salpetersiure bezw. ihre Alkalisalze gibt. 

2 NO, -+ H,O — HNO, -+ HNO, 

2 NO, -+- 2 KOH = KNO, + KNO, + H,0. 

Das aus dem Reagens eventuell gebildete Stickstoffoxyd, 
das durch Alkalilauge nicht beeinfluBt wird, muf aber in 
anderer Weise gebunden werden, und zwar habe ich bei der 
von Kkecrantz und Sdéderman (Il. c.) vorgeschlagenen Vor- 


') Pharm. Centralhalle 1897, 579. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 4 8. 140 (1871). 

5) Sv. Farm. Tidskr. 1912, 37. 

*) Sv. Farm. Tidskr. 1912, 85. 

°) Nach Privatmitteilung von Prof. Dr. Th. Ekecrantz. 
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richtung einen Gasabsorptionsapparat eingeschaltet (mit Vor- 
teil verwendet man dazu einen von den gewoéhnlichen Kaii- 
apparaten, am besten den Geisslerschen), Dieser wird mit 
salzsiurehaltiger Kupferchloridlésung beschickt, welche das 
Stickstoffoxyd absorbiert. Um die Absorption des Kohlen- 



































dioxyds zu erleichtern, habe ich das Nitrometer etwas weiter | 
gewihlt (10 mm lichte Weite). Eine schwefelsiurehaltige 
Ferrosulfatlésung kénnte ebensogut wie die Kupferchlorid- 
lésung verwendet werden, ist aber etwas weniger haltbar. 

Es mag im folgenden eine Beschreibung der von mir be- 
nutzten Apparatur geliefert, ebenso iiber die Ausfiihrung der 
Bestimmung sowie iiber die Zuverlissigkeit der Methode be- 
richtet werden. 
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Die Apparatur besteht, wie aus der Figur hervorgeht, aus 
einem Gasentwicklungsrohr, das mit einem 3fach durchbohrten 
; Kautschukstépsel zugeschlossen ist, in welchem teils zwei Glas- 
! rohre (a und b), teils ein in 2 ccm gradiertes, mit Hahn ver- 
sehenes zylindrisches Mefirohr (c) eingepafit sind. Statt des & 
Kautschukstépsels eignet sich noch besser ein eingeschliffener | & 
Glasstépsel, in welchem die Glasrohre und das Mefrohr ein- | 
geschmolzen sind. Durch das Rohr a steht das Gasentwick- 
lungsrohr mit einem Kohlenséureentwickler in Verbindung und 
durch das Rohr b iiber den Gasabsorptionsapparat hinweg 
ebenfalls mit dem in '/,, ccm gradierten Nitrometer. 

Das untere Seitenrohr des Nitrometers, das mit Queck- 
silber gesperrt ist, steht mit dem Gasabsorptionsapparat in 
Verbindung und kann von diesem durch einen Quetschhahn 
abgesperrt werden. Das obere Seitenrohr steht mit der Birne a 
in Verbindung. ‘ 

Die fiir die Bestimmung erforderlichen Reagenzien sind: 

Millonsches Reagens. 

Kalilauge, 50 °/o. 

Kupferchloridlésung, 50°/o, mit 5°/o HCl von 1,12 
sp. Gew. 





Ausfiihrung der Bestimmung. 


Der Gasabsorptionsapparat wird mit Kupferchloridlésung 
beschickt. Der obere Hahn des Nitrometers wird geéffnet 
und die Birne mit Kalilauge angefiillt, wihrend der Quetsch- 
hahn geschlossen bleibt. Die Birne wird so weit erniedrigt, 
daf} die Oberfliiche der Fliissigkeit im Nitrometer sich 2—3 cm 
oberhalb des oberen Seitenrohres befindet. by 

Von der Harnstofflésung (bezw. dem Harne) wird genau | = 
(am besten mittels einer Pipette, die in 1/,,, ccm geteilt ist) 1 ccm 
gemessen und, um Herumspritzen zu verhindern, vorsichtig in 
das Gasentwicklungsrohr hineingebracht. Der Stépsel wird 
sodann hineingeschoben und der Hahn des Trichters geschlossen. 
Um die Luft zu entfernen, wird danach ein lebhafter Kohlen- 
dioxydstrom durch den Apparat wihrend einiger Minuten ge- 
leitet, wonach der Quetschhahn geschlossen und der Hahn am 
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Trichter einige Augenblicke gedffnet wird, um die im Trichter- 
rohre befindliche Luft zu entfernen. Der Quetschhahn wird 
nun wiederum gedffnet und das Mefirohr des Trichters mit 
dem Millonschen Reagens beschickt. 

Nach 10—15 Minuten wird der Kohlendioxydstrom unter- 
brochen, der Quetschhahn geschlossen und das Nitrometer mit 
Kalilauge derart gefiillt, daf die Birne bis oberhalb des Hahnes 
gehoben wird, wonach der Hahn geschlossen wird. Die Birne 
wird sodann erniedrigt und ein Kohlendioxydstrom von etwa 
100 Blasen pro Minute darf durch die Kalilauge passieren. 
Man beobachtet, ob das Gas von der Lauge vollstiindig ab- 
sorbiert wird. Wenn dies nicht der Fall ist, so wird der 
Nitrometerhahn von neuem ge(ffnet und ein lebhafter Kohlen- 
dioxydstrom durch den Apparat nochmals hindurchgeleitet. 

Wenn schliefilich alle Luft ausgetrieben worden ist und 
das Nitrometer wiederum mit Lauge gefiillt ist, so werden 
alle Hihne geschlossen und 2 ccm des Reagenzes in das Gas- 
entwicklungsrohr dadurch gebracht, daf} man iiber die Miin- 
dung des Trichterrohres einen Kautschukschlauch zieht und 
nach vorsichtigem Offnen des Hahnes durch Blasen das Re- 
agens in das Gasentwicklungsrohr hineinprefit. Der Quetsch- 
hahn wird sodann vorsichtig geéffnet und das Gemisch in dem 
(zasentwicklungsrohre iiber einer kleinen Flamme bis zum 
beginnenden Sieden erhitzt, wonach ein Kohlendioxyd- 
strom von etwa 100 Blasen pro Minute durch den Apparat 
geleitet wird, bis das Volumen im Nitrometer konstant bleibt. 
Der Kohlendioxydentwickler wird schlieBblich ausgeschaltet und 
der Quetschhahn geschlossen, wonach das Stickstoffvolumen 
abgelesen wird, indem die Fliissigkeitsoberflichen in der Birne 
und in dem Nitrometer in gleicher Héhe gehalten werden. 

Der Prozentgehalt an Harnstoff wird direkt aus der von 
Ekecrantz und Séderman (I. c.) angefiihrten Formel 
berechnet: 


p = 0,2141 x vg. 
p = Prozentgehalt an Harnstoff. 


v = abgelesenes Volumen des Stickstoffes. 
¢=das Gewicht des in 1 ccm feuchten Stickstoffs enthaltenen 
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trockenen Stickstoffs bei dem Druck und der Tempera- 
tur, bei welchen die Bestimmung ausgefiihrt worden ist. 
Die Formel wird aus den folgenden Gleichungen erhalten: 
60,10 [CO(NH,),] : 28,08 [N,] = x:(v Xg). 
1000 : x = 100: p. 
wo x die Harnstoffmenge in Milligrammen bedeutet, welche 
dem Stickstoffvolumen v entspricht. Man erhalt somit: 


_ 60,10 XX E 
i 28,08 





100 x 
1000 ’ 


_ 60,10Xv Xe 
= 702808 > 0,2141 xv & g. 


und weil p=- so bekommt man 


Um die Genauigkeit der Methode zu priifen, habe ich 
viele Bestimmungen an 2—3°/oigen Loésungen von reinem 
Harnstoff ausgefiihrt, wobei in den meisten Fiillen vollstindig 
exakte Werte erhalten worden sind; in anderen Fallen war 
die Abweichung nur einige Einheiten der zweiten Dezimal- 
stelle, wenn der Gehalt in Prozenten ausgerechnet wurde. 























Uber das Wesen der Ehrlichschen Diazoreaktion. 
I. Mitteilung. 


Von 
Leo Hermanns und P. Sachs. 


(Aus der II. medizinischen Klinik in Mtinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1921.) 


Paul Ehrlich’) machte bekanntlich im Anschluf an die 
Arbeiten von Peter Grief iiber die Diazoverbindungen die 
Entdeckung, dafs auch der menschliche Harn bei gewissen 
Krankheiten mit Diazobenzolsulfoséure unter Bildung eines 
roten Farbstoffes reagiert. Diese Farbstoffbildung findet in 
alkalischer Loésung, am deutlichsten bei Zusatz von Am- 
moniak, statt. 

Beim Verfolgen dieser Reaktion konnte er beobachten, 
da} andere Urine mit einer sauren Lésung von Diazobenzol- 
sulfosiure sich orangegelb fairbten. Er fiihrte diese Eigelb- 
reaktion auf die Anwesenheit eines Gallenfarbstoffderivates 
zurick, Wie spitere Untersuchungen ergaben?), beruht sie 
in der Tat auf dem Vorhandensein von Urobilinogen im Harn 
von Leberkranken. 

Auch der Urin von Ikterischen gab eine Diazoreaktion. Es 
zeigte sich, dafi der Gallenfarbstoff in saurer Lésung mit Diazo- 
niumsalzen kuppelt. Setzt man, wie dies Ehrlich vorschreibt, 
zu einer Ldsung von Bilirubin in Chloroform eine stark saure 


1) Charité-Annalen Bd. 8 (1883). Literatur bei Clemens: Deutsch. 
Arch. f. klin. Med. Bd. 63, S. 74 ff.; ferner E. Huber, Die Ehrlichsche 
Diazoreaktion, Diss. Bern 1910. 

*) Thomas, Zeitschr. f. klin. Med. Bd, 64. 8. 247; Hans Fischer, 
Habilitationsschrift Miinchen 1912. 
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Lésung von Diazobenzolsulfosiiure und etwas Alkohol, so ent- 
steht Rotfairbung, die bald iiver Violett in ein intensives 
Blau iibergeht. Der dabei entstehende Azofarbstoff wurde 
von Préscher’) und von Orndorff und Tepple?) in ki- 
stallinischem Zustand dargestellt und als Disazofarbstoff 
charakterisiert. Die neutrale Losung ist rot, die alkalische 
griin, die saure blau. 

Das Wesen der urspriinglichen Diazoreaktion, die nur in 
alkalischer Loésung stattfindet, ist Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen und Betrachtungen gewesen, konnte aber 
bisher nicht aufgeklirt werden. Bekanntlich reagieren eine 
sehr grofe Anzahl Substanzen, vor allem die Phenole und 
die aromatischen Amine, in alkalischer Lésung mit Diazoniun- 
salzen unter Bildung von roten Azofarbstoffen. Es _besteht 
deshalb die Vermutung zu Recht, daf} es sich bei der Diazo- 
reaktion um verschiedene kupplungsfihige Koérper handelt 
und daf im Harn der Tuberkulésen ein anderer enthalten ist, 
wie z. B. in dem der T'richinose. 

Auch im normalen Urin sind zahlreiche Verbindungen 
vorhanden, die imstande waren, mit dem Diazoreagens zu 
kuppeln. Clemens’) gibt eine Ubersicht iiber die Verbin- 
dungen, die hier in Betracht kimen. Ich erinnere nur an 
das Phenol, an die Kresole und die Oxysiuren, an das Brenz- 
katechin. Das Hydrochinon und seine Derivate besitzen nicht 
die Fahigkeit zu kuppeln. Dagegen ist an das Histidin zu 
denken, das nach Engeland*) im normalen Urin in geringen 
Mengen vorhanden ist. Er fufert die Vermutung, da das 
Histidin der Trager der Ehrlichschen Diazoreaktion ist. Der 
normale Harn wiirde demnach keine Diazoreaktion geben, weil 
die Konzentration dieser Verbindungen eine zu geringe ist. 
Wie Clemens schon erwihnt, verschwindet die positive Re- 
aktion hiufig, wenn Polyurie auftritt. Anderseits habe ich 
gefunden, da man die Reaktion auch beim normalen Unn 





1) Diese Zeitschr. Bd. 29, S, 411. 

*) Amer. chemic. Journ, Bd. 33, S. 215. 
aa, ©, 

*) Miinchn, mediz. Zeitschr. Bd. 55, S, 1648. 
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dadurch, daf} man ihn im Vakuum stark eindampft, erzeugen 
kann. 

Von dem bei der Reaktion entstehenden roten Farbstoff 
ist nichts bekannt, von seiner Isolierung ist in der Literatur 
nichts erwihnt. Wir machten die Beobachtung, daf in den 
meisten Fallen durch Zusatz von einigen Tropfen Salzsiiure 
oder Eisessig die Rotfirbung verschwindet. Der Farbstoff 
ist demnach nicht siureecht. Dieses gilt fiir viele Azo- 
farbstoffe, z. B. auch fiir den des Histidins. 

Uber das chemische Prinzip der Diazoreaktion und 
dessen Isolierung stellte bereits Paul Ehrlich zusammen mit 
Brieger mehrere Untersuchungen an. Er beschreibt die Dar- 
stellung eines leichtzerflieflichen Zinksalzes. Es war ihm nicht 
moglich, das Salz in einen analysierbaren Zustand zu bringen. 
Auf Grund der Erfahrungen, die Bondzynski, Dombrowski 
und Panek’') bei ihren Untersuchungen iiber die Protein- 
siurefraktion des Urins machten, gibt die Antoxyproteinsiure 
die typische Diazoreaktion. 

In den letzten Jahren sind zahlreiche Arbeiten von 
M. Weifi?) erschienen, in denen das Urochromogen als der 
Triger der Diazoreaktion bezeichnet wird. Das Urochromogen 
ist anderseits die Vorstufe des normalen Harnfarbstoffes. Auf 
diese Weise werden zwei Probleme miteinander verkniipft und 
keines wird gelist. Weder das Urochrom noch das Urochromogen 
oder das chemische Prinzip der Diazoreaktion werden von ihm 
geniigend chemisch charakterisiert, um so weitgehende Schluf- 
folgerungen, wie sie insbesondere die letzte Publikation ent- 
hilt, zu gestatten. Auf diese werden wir an geeigneter Stelle 
eingehen und wollen hier nur erwihnen, was M. Weif iiber 
die Zersetzlichkeit des Chromogens sagt: ,Es kann keinem 
Zweifel unterliegen, daf} die Labilitiit des Urochromogens eine 
derartige ist, daf} man seine Reaktionen nicht als feststehend 
betrachten kann. Dieser Farbstoff befindet sich in einer kon- 
tinuierlichen Anderung, soda im Endprodukt schon eine 


1) Diese Zeitschr. Bd. 46, S. 83. 
*) Biochem. Zeitschr. Bd. 102, S. 228 und Bd. 112, 8S. 61. Dort auch 
die friiheren Arbeiten zitiert. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 
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vollige Umkehrung der Ausgangseigenschaften vorhanden sein 
kann ... Diese besonderen Umstiinde haben die Verfolgung 
des die Diazoreaktion verursachenden Kérpers so schwierig 
und seine Darstellung beinahe unméglich gemacht,“ 

Es ist demnach mit den bisher angewandten Methoden 
nicht gelungen, das kuppelnde Prinzip zu fassen. Auch ich 
ging zunichst denselben Weg und versuchte mit Fillungs. 
methoden zum Ziel zu gelangen. Dabei stellte sich aber bald 
heraus, daf} im Laufe der Fraktionierung sich die kuppelnde 
Substanz zersetzte. Dies liefS sich durch kolorimetrischen Ver- 
gleich der Farbstarken der einzelnen Diazoreaktionen sehr 
gut feststellen. Bei fortgeschrittener Zersetzung nimmt die 
Reaktion anstelle der Rotfirbung einen braunen Ton an. 


Zwei neue Darstellungsmethoden. 


Die erste Methode verzichtet auf die direkte Isolierung 
des kuppelnden Prinzips, sie ist auf die Darstellung des bei 
der Reaktion entstandenen Farbstoffes gerichtet. Sie geht 
von der Voraussetzung aus, daf} ein einziger einheitlicher Farb- 
stoff bei der Kupplung gebildet wird, dafi das zugesetzte 
Diazoniumsalz eine Auswahl unter den Verbindungen trifit. 
Daf dies der Fall ist, darauf weist schon Clemens?) hin. 
In einem Gemisch von 5 Teilen Phenol und 1 Teil Naphthol 
entsteht mit Diazobenzolsulfosiure nur der rote Farbstoff des 
Naphthols, wenn man die dem Naphthol dquivalente Menge 
Diazolésung zusetzt, Allgemein entsteht zunichst ausschliefi- 
lich derjenige Farbstoff, der die intensivste Farbe hat. Dasselbe 
gilt auch fiir das Gemisch , Urin“. 

Die Diazobenzolsulfosiiure ist fiir die Farbstoffisolierung 
ungeeignet, da sie als Sulfosiiure stets wasserlisliche Farb- 
stoffe gibt. Ich wihlte aus diesem Grunde das von Hans 
Fischer*) zur Darstellung von Purinfarbstoffen schon 
friiher benutzte Dichlorazobenzol, das durch Diazotieren des 
Dichloranilins erhalten wird. Auf diese Weise erhielten wir 





Save O, 
*) Diese Zeitschr. Bd. 60, S. 69. 
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Farbstoffe, die sich aus dem Urin mittels Ather und anderer 
Lisungsmittel extrahieren lieBen. 

Der verarbeitete Urin stammte von Patienten mit vor- 
geschrittener Tuberkulose und durfte héchstens Spuren von 
Kiweif enthalten. Die Ehrlichsche Diazoreaktion war typisch 
positiv, der entstehende rote Farbstoff war siureempfindlich. 
Zunichst wurde der Harn im Vakuum bei 60—70° so stark 
eingedampft, daf} 30 1 auf 21 gebracht wurden. Von den 
ausfallenden Salzen und dem Harnstoff wurde scharf mittels 
Stoffilter abgesaugt und das Filtrat mit neutralem Bleiacetat 
geklirt. Der dabei entstehende massige Niederschlag wird 
auf der Nutsche gut ausgewaschen, das Filtrat durch Ein- 
leiten von Schwefelwasserstoff vom iiberschiissigen Blei befreit 
und dann auf dem Wasserbade, oder besser im Vakuum, wieder 
auf das urspriingliche Volumen gebracht. 

Zur Darstellung des Farbstoffes benutzten wir jeweils 
eine salzsaure Loésung von Dichlordiazobenzol, die wir uns 
durch Diazotieren von Dichloranilin frisch hergestellt hatten. 
Der Harn wurde zunichst mit Sodalésung oder verdiinnter 
Natronlauge alkalisch gemacht und beim Einlaufen der Diazo- 
lisung sorgfiltig darauf geachtet, daf§ die Lésung alkalisch 
blieb. Die Kupplung wurde mit R-Salz kontrolliert und auf- 
gehért, sobald dieses einen Uberschuf anzeigt. Der auf diese 
Weise aus dem Urin gewonnene Farbstoff aft sich mit Ather- 
Pyridingemisch extrahieren, Der nach dem Abdestillieren des 
Athers zuriickbleibende Farbstoff ist in Pyridin mit dunkel- 
roter Farbe sehr leicht léslich, weniger leicht in Alkohol, 
Ather und Essigester. Er enthilt Schwefel! Die Auf- 
klirung seiner Zusammensetzung soll in einer der folgenden 
Mitteilungen geschehen. Dort wird auch auf die Frage ein- 
gegangen werden miissen, ob bei der Tuberkulose mit dem 
Diazoreagens stets derselbe Farbstoff entsteht, oder ob diese 
Farbstoffe auch noch verschieden sind. Im folgenden soll da- 
gegen die 2. Darstellungsmethode geschildert werden. 


* * 
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Im Laufe der Untersuchungen ergab sich nimlich die 
iiberraschende Tatsache, dafi es unter gewissen Be- 
dingungen gelingt, die kuppelnde Substanz dem Harn 
mit Ather zu entziehen. Dieses Extraktionsverfahren hat 
grofje Vorteile vor dem ersten Verfahren und bietet die Aus- 
sicht, die Substanz unzersetzt aus den Extrakten isolieren zy 
kénnen. Es griindet sich auf folgende Beobachtungen: 

1. 300 com im Vakuum konzentrierten Urins aus 6 | 
nativen Urins — wurden mit Hssigsiure angesiiuert und 1 Stunde 
mit Wasserdampf destilliert. Da im Destillat nur schwache 
Diazoreaktion vorhanden war, wurde mit konz. Salzsiiure vor- 
sichtig bis zur kongosauren Reaktion angesiuert, dann wieder 
Wasserdampf durchgeschickt. Diesmal war ebenfalls im De- 
stillat Diazoreaktion. Die Destillation wurde bis zum Ver- 
schwinden der Reaktion fortgesetzt. Die Priifung des Kolben- 
inhaltes ergab unverindert starke Diazoreaktion. Dieser wurde 
im Schiitteltrichter mit Ather extrahiert. Bei der Diazoprobe 
zeigte der Ather stark positive Reaktion. Die Ausschiittelung 
wurde 5mal wiederholt. Auch der 5. Extrakt zeigte noch 
deutliche Reaktion. 

2, Kin anderer diazopositiver, konz. Urin wurde mit Ather 
ausgeschiittelt. Darauf wurde er mit Salzsiiure kongosauer 
gemacht, wieder ausgeschiittelt. In beiden Fallen gab der 
Atherauszug nur Rosafiirbung bei der Diazoprobe. Hierauf 
wurde ‘/, Stunde der Urin im Babotrichter gekocht, wobei 
die saure Reaktion durch Siurezusatz aufrecht zu erhalten 
ist, und nach dem Abkiihlen wiederum extrahiert. Diese 
Extrakte zeigten starke Diazoreaktion. Dies iinderte sich 
auch bei der mit den Extrakten vorgenommenen Wasserdamp!- 
destillation nicht. Von dem Destillate waren nur die ersten 
10 ccm diazopositiv. | 

3. Durch kolorimetrischen Vergleich der Diazoreaktion 
vor und nach dem Kochen des Urins mit Sauren lief sich 
feststellen, dafi keine Zerstérung des ,Chromogens“ durch das 
Erhitzen stattfindet. 

Aus diesen Versuchen ging hervor, dafi das kup- 
pelnde Prinzip im Harn chemisch gebunden sein muh. 
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Durch saure Hydrolyse gelingt es, diese Bindung zu lésen. Aller- 
dings nimmt die Atherextraktion sehr lange Zeit in Anspruch, da 
die Substanz auferordentlich leicht in Wasser, dagegen 
schwer in Ather loslich ist. Essigester extrahiert besser. Bis 
gur Erschépfung des Harns bedarf es einer mehrwiéchentlichen | @ 
Atherextraktion im Steudelschen Apparat. Selbst nach . 
6 Wochen zeigte der Atherextrakt beim Wechseln der Vor- 
lage immer wieder starke Diazoreaktion. Diese ist besonders 
deutlich in dem braunen Bodensatz, der sich in dem Ex- 
traktionskélbchen abzusetzen pflest. 

So erklirt es sich auch, daf der native, nicht einge- 
dampfte Urin trotz Kochens mit Séure an Ather kaum etwas 
von der Substanz abgibt. Dies geschieht erst durch Siittigen 
des Urins mit Kochsalz oder besser, wie oben hervorgehoben | @ 
wurde, durch Eindampfen auf den 30sten Teil des Volumens. a 
Beim Schiitteln des Atherextraktes mit destilliertem Wasser 
ceht fast alles ins Wasser tiber, wie sich durch die Diazoprobe 
leicht feststellen lifit. 

Die Extraktion erfolgte, wie schon erwihnt, stets bei 
kongosaurer Reaktion des Urins. Einige Versuche wurden a 
am alkalisch gemachten Harn angestellt, die dabei gewonnenen 4 
Extrakte zeigten eine viel schwichere Diazoreaktion als die a 
sauren. | 

Die weitere Aufarbeitung geschah folgendermafien: Nach : 
dem Abdestillieren des Athers wurde der zuriickbleibende 
braungefiirbte Sirup in wenig heiffem Wasser aufgenommen 
und in den Ejisschrank gestellt. Nach 24 Stunden wird von 
den ausgeschiedenen Kristallen, die gréfitenteils aus Benzoe- 
siure und Hipursiiure bestehen, abgesaugt. Zur Entfernung | 
vorhandener Oxysiiuren wird das Filtrat auf dem Wasserbade | @ 
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mit 0,5 g Silberkarbonat erwiirmt und nach dem Abkiihlen i 
vom entstandenen Niederschlag abfiltriert. Zur weiteren Kli- 4 
rung bedienten wir uns des Bleizuckers, und zwar setzt man _ 
zu dem Filtrat, solange noch eine Fallung erfolgt, neutrale | a 
Bleiacetatlésung zu. Es entsteht ein gelbgefiirbter Nieder- q 


schlag, der u. a. noch vorhandene Phenole, die ja ebenfalls 
bei der Diazoreaktion einen roten Farbstoff geben, ent- 
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halten muBte. Das Filtrat des Bleiniederschlages wurde mit 
Schwefelwasserstoff entbleit und durch Wasserdampfdestillation 
vom gréBten Teil der Essigsiure befreit, dann auf dem Wasser- 
bade bis auf 10 ccm eingedampft. Dabei laBt sich die zu- 
nehmende Konzentration des kuppelnden Ko6rpers sehr gut 
durch kolorimetrischen Vergleich der Diazoproben verfolgen, 

Die so erhaltene hellgelb gefirbte Lésung gibt mit dem 
Ehrlichschen Reagens eine tiefrote Farbung. Es _ geniigt 
hierzu, einen Tropfen mit der zehnfachen Menge des Reagens 
zu versetzen. Beim Stehen im Exsikkator bildet sich ein Sirup, 
der noch nach Monaten unverinderte tiefrote Reaktion gibt. 
Eine Zersetzung scheint demnach bei saurer Reaktion nicht 
stattzufinden. Diese tritt dagegen ein, wenn man die Losung 
durch Zufiigen von Ammoniak oder Natronlauge alkalisch 
macht. Die Loésungen verfairben sich dann dunkelbraun und 
geben schlieBlich keine Reaktion mehr. Dasselbe tritt ein, 
wenn man Fiallungen mit alkalischer Blei- oder Quecksilber- 
lésung vornimmt. Phosphorwolframsiure bewirkt Oxydation 
und Zerstérung der Substanz. 

Die auf diese Weise gewonnenen Extrakte verschiedener 
Herkunft zeigen folgende Reaktionen: 


1. Eine intensive dunkelrote Ehrlichsche Diazoreaktion, 
die beim Ansiiuren verschwindet. 

2. Bei vorsichtigem Zusatz von stark verdiinnter Hisen- 
chloridlésung tritt zunichst hellgriine Farbung auf, 
die bei Zusatz einiger Tropfen Sodaldésung in ein reines 
Dunkelrot umschligt. 


Ich erinnere daran, daf das Phenol eine violette Eisen- 
chloridreaktion, die beiden Kresole und das Hydrochinon eine 
blaue, das Brenzkatechin eine tiefdunkelgriine, das Resorzin 
eine dunkelviolette Fiirbung gibt. 


3. Die Lésung verhilt sich gegen Permanganat stark un- 
gesittigt. 

Auf diese Permanganatreaktion wird von M. Weii') 

erofes Gewicht gelegt. Er zieht aus der dabei auftretenden 





1) M. WeiB a. a. O. 









Uber das Wesen der Ehrlichschen Diazoreaktion. I. 87 


Gelbfiirbung, die wir an unseren Extrakten bestitigen konnten, 
den Schluf, daf§ dabei aus der Vorstufe ,Urochromogen‘ das 
Urochrom entsteht. Zugleich stellt er fest, da diese Uro- 
chromogenreaktion in den meisten Fallen mit der Ehrlich- 
schen Diazoreaktion parallel geht. Dieser interessante Befund 
wird von vielen Seiten bestitigt. Den Beweis, da dabei 
Urochrom gebildet wird, halte ich nicht fiir erbracht. Die 
Permanganatreaktion zeigt allgemein Doppelbindungen an und 
ist demnach eine sehr vieldeutige Reaktion. Bekanntlich 
werden auch Ringsysteme von Kaliumpermanganat angegriffen. 
Wir erwihnen nur die Aufspaltung des Isochinolinringes des 
Emetins!) und anderer Alkaloide. 

4. Die Ehrlichsche Aldehydreaktion tritt erst beim Er- 
wirmen auf. Bekanntlich reagieren Urobilinogen und 
die Pyrrole bereits in der Kilte. 

5. Ammoniakalische Silberlésung wird in der Kialte langsam 


reduziert. 
6. Bromeisessiglésung wird beim Zufiigen momentan ent- 
farbt. 


7. Die Knoopsche Histidinprobe ist negativ, ebenso die 
Biuretreaktion. Mit Millons Reagens entsteht leichte 
Rosafarbung. 


Auf Grund dieser Reaktionen und der hydro- 
lytischen Aufspaltung durch Saiuren gelangt man zu 
der Auffassung, dafi das kuppelnde Prinzip des Tu- 
berkuloseurins zu den Atherschwefelsiuren gehort?) 
und ein Oxydationsprodukt des Tyrosins ist. Doch 
bleibt dies vorliiufig eine Hypothese. 


') A. Windaus und L. Hermanns, Untersuchungen iiber Emetin I, 
Ber, Bd. 47, S. 1470. 

2) Diese mégen als Monoidtherséuren ausgeschieden werden, die 
freie Phenolgruppe befihigt sie mit Diazoniumsalzen zu kuppeln. 
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Uber das Wesen der Ehrlichschen Diazoreaktion. 
II. Mitteilung. 


Von 


Leo Hermanns und P. Sachs. 


(Aus der IT. medizinischen Klinik in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1921.) 


In der ersten Mitteilung wurden zwei neue Methoden, 
die fiir die Aufklairung der Diazoreaktion Erfolg versprachen, 
geschildert. Im folgenden soll die Anwendung des einen Ver- 
fahrens gezeigt und zugleich der Beweis erbracht werden, daf 
die Ehrlichsche Diazoprobe keine einheitliche Reak- 
tion ist, daf} es sicherlich verschiedene Ausschei- 
dungsprodukte gibt, welche kuppeln. 

Der untersuchte Urin stammte von einer Patientin mit 
Leberkrebs, die unter fortschreitender Kachexie im Kranken- 
haus innerhalb 2 Monaten zugrunde ging. Er war eiweifi- 
und zuckerfrei. Das Sediment enthielt oxalsauren Kalk, sonst 
nichts Pathologisches. Die Indikanprobe war positiv, ebenso 
die Ehrlichsche Aldehydreaktion, ferner gab der Urin die 
sog. Uroroseinreaktion! Bei der Kuppelung mit Diazoreagens 
entstand eine auffallend scharlachrote Farbung, die beim An- 
siiuren der ammoniakalischen Lésung auch nach dem Kochen 
bestehen blieb. Demnach lag ein anderer Farbstoff vor. 

Wir stellten aus dem Urin in der erwihnten Weise mittels 
einer Lisung von p-Dichlordiazobenzolchlorid den Azofarbstoff 
dar und extrahierten ihn mit Ather unter Zusatz von etwas 
Pyridin im Extraktionsapparat. Durch Reinigen und mebhr- 
maliges Umkristallisieren aus heiSem Alkohol gewinnt man 
ihn in schénen dunkelrot gefirbten Nadelchen, die an der 
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Oberfliche Metallglanz zeigen. Die Substanz ist in Wasser 
unlislich, lést sich dagegen in verdiinnter Sodalésung mit 
dunkelroter Farbe. Setzt man zu der alkalischen Lésung 
konzentrierte Salzsiiure zu, so entsteht eine intensive Violett- 
fiirbung. 

Wie die Elementaranalyse ergab, hat der Farbstoff die 
Zusammensetzung: C,,H,,N,0,Cl,. Es handelt sich also um 
einen Monoazofarbstoff. Nach Abzug des angekuppelten Di- 
chlordiazobenzols bleibt fiir die kuppelnde Substanz die Zu- 
sammensetzung: C,,H,NO,. Diese Formeln waren zuniichst 
nur aus der C-H- und N-Bestimmung errechnet worden. Sie 
fanden spiiter durch die Mikrochlorbestimmung, die wir Herrn 
Dr. Lieb in Graz verdanken, ihre endgiiltige Bestiitigung. 
Letztere diente zugleich als Bestimmung der MolekulargréBe. 

Die Konstitution lie} sich folgendermafien aufkliren. Die 
Formel C,,H,NO, enthilt drei Sauerstoffatome. Davon ge- 
héren, wie aus dem sauren Charakter des Farbstoffs hervor- 
geht, zwei einer Karboxylgruppe an, das dritte Sauerstoffatom 
einer Phenolgruppe, zu der in Parastellung die Kuppelung 
stattfindet. Die sonstige Zusammensetzung des Korpers weist 
auf ein Ringsystem hin, sie entspricht einem Chinolin- oder 
Indolderivat. Fiir die letztere Annahme sprechen das Ver- 
halten des Urins und das des Farbstoffes bei der Reduktion 
mit Zinnchloriir. Die im Urin und in der Reduktionsfliissig- 
keit festgestellten Reaktionen stimmen miteinander iiberein. 
In beiden Fallen sind die Uroroseinreaktion und die Ehr- 
lichsche Aldehydreaktion positiv. Dieses Verhalten stimmt 
zudem mit den Reaktionen der Indolessigsiure iiberein, 
wie sie von Salkowski und Ellinger beschrieben sind. 

Es ist bekannt, dafi das Indol und seine a-substituierten 
Derivate imstande sind, mit Diazoniumsalzen Farbstoffe zu bilden, 
dabei findet die Kuppelung in der £-Stellung statt. Das Methyl- 
ketol gibt also einen Azofarbstoff. Dagegen geben das Skatol 
sowie die von A. Ellinger’) dargestellte und von Herter?) 


1) Ber. Bd. 37, S. 1801. 
*) Journ. biol. Chem. Bd. 4, S. 238. 
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im Urin eines Patienten gefundene Indolessigsiure keine 
Diazoreaktion. 

Die angefiihrten Tatsachen zwingen zu der An- 
nahme, dafs es sich im vorliegenden Falle um den 
Azofarbstoff (II) einer Oxyindolessigsiure (I) von 
folgender Konstitution handelt’): 











OH OH 
a C - CH, - COOH PP scans - CH, - COOH 
I: | Il: 
CH he CH 
NH N NH 
| 
COH 
/\N/\ cr 
Il: | | | 
a. cai 


Sie stellt zweifellos ein Abbauprodukt des Trypto- 
phans dar, das bisher noch nicht beschrieben und _ iiber 
dessen Vorkommen in pathologischem Urin nichts bekannt 
ist. Dagegen findet sich im Urin des Hundes bekanntlich fast 
regelmifig die y-Oxychinolincarbonsiéure, die sog. Kynuren- 
siure (III), die, wie A. Ellinger nachgewiesen hat, aus 
dem Tryptophan stammt. In einer jiingst erschienenen Arbeit 
zeigen Ellinger und Matsuoka’), daf} auch die Indolbrenz- 
traubensiure beim Kaninchen in Kynurensiure iibergeht, und 
stellen ein Schema fiir die merkwiirdige Umwandlung des 
Tryptophans, bei der aus einem Indol- ein Chinolinring ge- 
bildet wird, auf. Diese Umwandlung konnte bisher nur beim 
Hunde und beim Kaninchen festgestellt werden. Es ist des- 
halb anzunehmen, dafi das Tryptophan beim Menschen 
auf einem andern Wege abgebaut wird. Unser Befund 


1) Die Stellung der Phenolgruppe im Benzolkern ist zundchst noch 





hypothetisch. 
*) Diese Zeitschr. Bd, 109, S. 259. 
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wirde darauf hindeuten, daf hier zuniachst nicht der 
Pyrrol-, sondern der Benzolring der Oxydation un- 
terliegt. Der Oxydationsmechanismus wire im Prinzip in 
beiden Fallen der gleiche, wie ein Vergleich des von Ellinger 
fir das Tryptophan aufgestellten Schemas mit dem von 
Fromherz und Hermanns’) seinerzeit fiir das Tyrosin an- 
genommenen dartut. 

So bietet die Oxyindolessigsiure nicht nur als Ursache 
der Diazoreaktion, sondern auch als Abbauprodukt des Tryp- 
tophans Interesse. 


Experimenteller Teil. 


Es standen uns von der Patientin im ganzen 35 1 Urin 
zur Verfiigung, die im Vakuum auf 2000 ccm eingedampft 
wurden. Wie ein Versuch zeigte, war zur Darstellung des 
Farbstoffes die Klairung mit Bleizucker nicht erforderlich. 

400 ccm konzentrierten Urins wurden mit 30 ccm 33 °/siger 
Natronlauge versetzt, so daf ein Uberschu8 an Alkali vor- 
handen war. Dann lifjt man eine salzsaure Lésung von Di- 
chlordiazobenzolchlorid unter Umriihren einlaufen, bis eine 
Probe im Auslauf gegen alkalische R-Salzlésung ‘durch Rot- 
firbung einen Uberschu® an Diazolésung verrit. Es wurden 
3,2 g Dichloranilin verbraucht. Der bei der Kuppelung ent- 
standene rote Farbstoff bleibt in Lésung. Er liBt sich durch 
Einleiten von Kohlensaure ausfallen. 

Wir zogen es vor, ihn mit Ather, dem wir einige Kubik- 
zentimeter Pyridin zusetzten, im Extraktionsapparat zu extra- 
hieren; dies dauerte mehrere Tage. Der Farbstoff geht wohl 
deshalb schwer in Ather, weil das Farbstoffsalz nur bis zu 
einem gewissen Grad dissoziiert ist. Nach dem Abdampfen 
des Athers und Pyridins scheidet er sich in Form von metal- 
lisch gliinzenden, dunkelroten Schuppen ab, daneben sind noch 
lange farblose Nadeln vorhanden. Zur Reinigung wird der 
ganze Riickstand in Wasser aufgenommen und auf dem Wasser- 
bade erwirmt. Dabei gehen die farblosen Kristalle in Lésung, 
der Farbstoff bleibt ungelést. Er wird abfiltriert und aus 


1) Fromherz und Hermanns, Diese Zeitschr. Bd. 91, S. 194. 









































99 Leo Hermanns und P. Sachs, 


95°/oigem Alkohol umkristallisiert. Er kristallisiert in kurzen 
dunkelroten Nadeln, die zu Biischeln beisammen liegen. I[y 
heifiem Alkohol, Pyridin und Aceton ist er leicht léslich, ferney 
in verdiinnter Sodalésung. 

Wir beobachteten daneben noch ein Isomeres, das in 
kleinen Keilen kristallisierte und sich infolge seiner Schwer- 
léslichkeit in Alkohol von den Nadeln trennen lief. Die 
Analyse ergab dieselbe Zusammensetzung (Nr. 2). 

In konzentrierter Schwefelsiure lést sich der Farbstoff 
mit tief violetter Farbe. Sein Zersetzungspunkt liegt bei 246°, 
Die Pyridinlésung léscht das ganze Spektrum vom Violett bis 
zum Rot, d.i. bis zur Wellenlainge 600 wy. aus. 


Mikroanalysen nach Preg1: 


1, 5,314 mg Substanz: 10,303 CO,, 1,597 H,0O. 

2. 5,690 mg Substanz: 11,14 mg CO,, 1,796 mg H,O. 

3. 4,236 mg Substanz: 8,21 mg CO,, 1,285 mg H,0. 

4, 3,600 mg Substanz: 0,39788 ccm N, (20° und 721 mm). 

C,,H,,N,O,Cl, Ber: C= 52,75% H=8,04%  N=11,55% 
Gef: C= 52,88%  H—38,36% (1) 
N= 11,92% (4) 
= 52,79 °%/o = 3,48°%o (2) 
= 52,86 °/o = 3,40°o (3) 

Diese Zusammensetzung wurde durch die Chlorbestim- 
mung bestiitigt: 

5,382 mg Substanz: 4,125 mg AgCl 
Ber.: 19,24°/o Gef.: 19,48 °/o. 

Reduktion des Azofarbstoffes: Dazu wurden 0,5 
Farbstoff in 200 ccm Alkohol gelést und unter Erwirmen 
Zinnchloriirlésung so lange zugegeben, bis Entfairbung eintrat. 
Nach dem Abdunsten des Alkohols wird mit Wasser verdiinnt, 
die Lésung durch Einleiten von H,S entzinnt und filtriert. 
Beim Eintrocknen firbt sich das Filter blau. Das klare Filtrat 
gibt folgende Reaktionen: 

1. Auf Zusatz von Chlorkalklésung bildet sich ein blauer 
Farbstoff, 

2. die Uroroseinreaktion: mit einigen Tropfen Natrium- 
nitritlésung entsteht Rotfirbung, 
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3. mit verdiinnter Hisenchloridlésung firbt sich die 

Lisung rotbraun. 

~ Macht man sie alkalisch, so tritt beim Stehen braune Ver- 
firbung und Zersetzung ein. Die saure Lésung setzt beim 
Stehen an der Luft den blauen Farbstoff ab, der auch durch 
Oxydation mit Chlorkalklésung entsteht. Er ist amorph und 
liBt sich mit Natriumhydrosulfit reduzieren. In Chloroform 
ist er nicht léslich. Beim Versuch ihn zu reinigen, ging er in 
ein braunes Pigment iiber. Dieses Verhalten wire aus der an- 
genommenen Konstitution leicht zu erkliren, da er ein Amino- 
phenolderivat ist, die sich leicht zu Chinonimiden oxydieren 
und leicht Indophenolfarbstoffe bilden. 

Ks soll der Versuch gemacht werden, Oxyindolessigsiure 
synthetisch darzustellen, denn die geringe Substanzmenge, die 
aus dem Urin dargestellt wurde, reicht zu ausgedehnteren 
Versuchen nicht hin. 

Es wire noch zu erwihnen, daf} sich der Farbstoff mit 
Dimethylsulfat in alkalischer Lésung methylieren laft. Er 
geht dabei in einen amorphen Farbstoff von braunroter Farbe 
iiber; wahrscheinlich entsteht ein Gemisch von methylierten 
Produkten. 


45> eying Aion hema a peemrameay all sm, Sytee 
He Sess greet ee whe 





tae 
ip Sicha, Say Speers eae 
aye Se eek. spat as a 


ae sod 3 ate 


2 etry tampon ac 


sgh Sinha 
Be ie bs. ae ek ° 


a 
er 
ts te abel | 


Bee i 








Die spezifische Drehung des aktiven phenyl-;-oxybuttersauren 
Natriums und die Reduktion der Benzoylpropionsiure im 
Korper. 

Von 


H. Thierfelder und Erich Schempp. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21, Februar 1921.) 








Wie wir') vor einigen Jahren mitteilten, wird Menschen 
zugefiihrte Benzoylpropionsiure zum Teil zu Phenyl-y-oxybutter- 
siure reduziert und als solche ausgeschieden, zum Teil erfilirt 
sie nach weiterer Reduktion einen Abbau zur Phenylessigsiure 
und erscheint im Harn als Phenylacetylglutamin. Auch beim 
Hunde, der nach Knoop?) Benzoylpropionsiure als Phen- 
acetursiure ausscheidet, konnten wir nach Ejingabe dieser 
Ketosiiure Phenyloxybuttersiure im Harn nachweisen. Die 
Oxysiure zeigte Linksdrehung, und zwar lag die spezifische 
Drehung des Natriumsalzes der aus Menschen- und Hunde- 
harn gewonnenen Siaure bei — 12,8° bis — 13,1° (Natriumlicht). 

Wenn es auch héchst wahrscheinlich ist, daf die reine 
Linkssiiure vorlag, so haben wir doch den Beweis dafiir noch 
durch Feststellung der spezifischen Drehung der Natriumsalze 
der aus synthetischer Phenyloxybuttersiure gewonnenen aktiven 
Komponenten erbringen zu miissen geglaubt. 

Die Spaltung der racemischen Siure ist inzwischen von 
uns ausgefiihrt worden. Sie gelang mit Hilfe von Brucin. 
Die spezifische Drehung der Natriumsalze der aktiven Sduren 


1) H. Thierfelder und Erich Schempp, Pfliigers Arch. Bd. 167 
S. 280 (1917). 
*) Beitr. zur chem. Physiol, u. Pathol. Bd. 6, 8S. 150 (1905). 
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liegt fiir wafrige Lisungen in der Nahe von + 13°). Fiir 
das Rechtssalz fanden wir []'},’ = +12,91°, +12,72°, +12,87°, 
fir das Linkssalz [a]‘*’ = —13,14°, —12,77% Die Unter- 
schiede sind nicht durch verschiedene Reinheit der Substanzen 
bedingt. Sie erkliren sich vielmehr dadurch, da bei den 
Ablesungen Fehler von etwa 0,03° nicht zu vermeiden waren. 
Diesen entsprechen aber Unterschiede in der spezifischen 
Drehung von 0,35° bei einer Konzentration der Lésung von 
5,4°%o und von 0,55° bei einer solchen von 2,8 °/o. 

Die spezifische Drehung ist unabhingig von der Konzen- 
tration, wenigstens zeigte sich bei Loésungen, deren Prozent- 
gehalt zwischen 1,8°/o und 5°/o schwankte, kein Unterschied; 
auch werden bei Beniitzung von Auer- und Natriumlicht die- 
selben Werte erhalten. 

Die im Harn nach Hingabe von Benzoylpropion- 
siure auftretende Phenyl-y-oxybuttersiure ist also 
die reine Linkssdure. 

Die Natriumsalze der aktiven und inaktiven Sidure kri- 
stallisieren aus heifiem 96°/oigen Alkohol in glinzenden Blitt- 
chen mit 2 Mol. Kristallwasser, das im Vakuum bei 100° 
abgegeben wird. 


Versuchsteil. 


Die Siure wurde zum Teil aus Phenylparakonsiure nach 
H. Erdmann’), zum Teil aus Benzoylpropionsiure (vy. Pech- 
mann’), Fittig‘*)) dargestellt. Fiir die Gewinnung aus Pheny]l- 
parakonsiiure schreibt Erdmann ein etwa 6stiindiges Kochen 
mit Schwefelsiure vor. Wir beobachteten, dafi diese Zeit nicht 
geniigt und daf} erst nach 12stiindigem Erhitzen die Kohlen- 
siureentwicklung aufhért. Wir kochten deshalb im ganzen 


‘) Zu diesem Wert war auch der friihere Assistent des Instituts, 
Herr Dr. M. Baumann, gekommen. Er verlief aber das Institut vor 
AbschluB der Arbeit, so da8 die Untersuchung nochmals durchgefiihrt 
werden mufite. 

*) Liebig, Ann. der Chem, Bd. 228, 8. 178 (1885). 

3) Chem. Ber. Bd. 15, S. 890 (1882). 

‘) Liebig, Ann, der Chem, Bd. 256, S. 84 (1890). 
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12 Stunden, trennten aber nach je 4 Stunden das gebildete 
Lakton ab, um seine Umwandlung in eine polymere Siure, 
welche nach Erdmann bei zu langem Kochen mit Schwefel- 
siiure erfolgt, zu vermeiden. Ausbeute 37—38°/o der theore- 
tischen Menge. Die Darstellung aus Benzoylpropionsiure durch 
Reduktion mit Natriumamalgam ergab 72—73°/o der theore- 
tischen Menge an reinem kristallwasserfreien Natriumsalz. 

Um bei der Gewinnung der freien Siiure aus dem Natrium- 
salz eine Laktonbildung méglichst zu vermeiden, wurde die 
wifrige Lésung des Salzes auf 0° abgekiihlt, unter starkem 
Schiitteln mit Ather die berechnete Menge Normalsalzsiiure 
allmahlich zugefiigt, die abgetrennte aitherische Loésung mehr- 
mals (bis zum Aufhoéren der Silberreaktion) mit kleien Mengen 
eiskalten Wassers geschiittelt, der Ather im Vakuum_ver- 
dunstet und der Riickstand in Alkohol gelést. Trotzdem ge- 
lang es nicht, die Laktonbildung ganz zu verhindern. Nach- 
dem durch Titration eines aliquoten Teiles die Menge der 
vorhandenen Siure festgestellt war, wurde wasserfreies Brucin 
in alkoholischer Lésung zugefiigt, und zwar auf 2 Mol. Siure 
1 Mol. Brucin. Um das auskristallisierte Brucinsalz fiir 
die Polarisation in das Natriumsalz zu verwandeln, wurde es 
fein pulverisiert, in Wasser suspendiert, etwas mehr als die 
berechnete Menge Normalnatronlauge zugefiigt, stark ge- 
schiittelt, das nach kurzer Zeit ausfallende Brucin abgesaugt, 
das Filtrat nach Behandlung mit Kohlensiure eingedampft 
und der Riickstand mit Alkohol ausgekocht. Beim Erkalten 
der heif} filtrierten Lésung schied sich das Natriumsalz in 
glinzenden Bliattchen ab. Fiir die Polarisation wurde es im 
Vakuum bei 100° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Wir beschreiben jetzt die Ausfiihrung der Spaltung, bei 
der die Erfahrungen vorangehender Versuche beniitzt wurden 
und die schnell zu reinen Substanzen fiihrte. 

Die aus 10 g kristallwasserfreiem Natriumsalz dargestellte 
Saiure wurde in Alkohol geldst, die alkoholische Lésung, 
welche nach dem Ergebnis der Titration eines aliquoten Teils 
8,2 ¢ freie Siure enthielt, auf 110 ccm gebracht und mit 
220 ccm einer alkoholischen Brucinlésung, welche 9,1 g wasser- 
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freies Brucin (etwas iiber '/, Mol.) enthielt, versetzt. Bei unter 
0° kristallisierten 6,95 g Brucinsalz (Fraktion 1) aus, in einem 
zweiten mit denselben Mengen und in gleicher Weise aus- 
gefiihrten Versuche 7,99 g (Fraktion 1). Aus den vereinigten 
Mutterlaugen schieden sich nach wiederholtem Einengen im 
Vakuum noch drei weitere Fraktionen aus in Mengen von 
3,07 g (Fraktion 2), 4,07 g (Fraktion 3) und 1,12 g (Frak- 
tion 4). Die Gesamtausbeute betrug also 23,20 g (statt der 
der Rechnung nach moglichen 28,4 g). 

1. Kristallisationen. Die Fraktionen 1—3 wurden 
gemeinsam aus 150 ccm Alkohol umkristallisiert. Es scheiden 
sich 18,55 g wieder aus (a). Aus der mit der Fraktion 4 
vereinigten Mutterlauge wurden 4 g erhalten (b). a lieferte 
ein Natriumsalz, das aus Alkohol umkristallisiert (5 g) die 
spezifische Drehung + 12,91° zeigte. Die aus ihm gewonnene 
freie Sdéure wurde unter Einhaltung derselben Konzentrations- 
verhaltnisse wieder in alkoholischer Lésung mit einer alkoholi- 
schen Brucinlésung (’/, Mol.) versetzt, das ausgeschiedene 
Brucinsalz in das Natriumsalz verwandelt und dieses polari- 
siert, dann das ganze Verfahren nochmals wiederholt. Die 
spezifische Drehung inderte sich nicht. Sie betrug nach der 
ersten Wiederholung der Behandlung mit Brucin + 12,72°, 
nach der zweiten -++ 12,87°. 


0,2163 g Substanz. Gesamtgewicht der Lisung 7,6807 g. Spez. Gew. 
1.0095. Prozentgehalt 2,816. Drehung ey 15° C, im 2-dm-Rohr bei Na- 


triumlicht 0,73° nach rechts. Also [«]*> - 12,87°. 

b gab ein Natriumsalz, das aus - Alkohol umkristallisiert 
(0,97 g) die spezifische Drehung — 13,14° zeigte. 

0,4342 g Substanz. Gesamtgewicht der Lisung 7,9580 g. Spez. Gew. 
1.0183. Prozentgehalt 5,456. Drehung bei 14° im 2-dm-Rohr bei Auer- 
licht 1,46° nach links. Also [a)'5 = — 13,14°. 

2. Mutterlauge. Die aus ihr zuriickgewonnenen 10,5 g 
Natriumsalz (statt der berechneten 11,84 g) wurden in die 
Saure iibergefiihrt. Die alkoholische Lésung, welche nach 
Titration eines aliquoten Teils 8,06 g freie Siure enthielt, 
wurde auf 65 ccm gebracht und mit 212 ccm einer alkoholischen 


Brucinlésung, enthaltend 9 g Brucin (etwas iiber '/, Mol.), 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 7 
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versetzt. Bei unter 0° kristallisierten 10,86 g Brucinsalz aus. 
Das aus ihm gewonnene Natriumsalz zeigte nach Umkristalli- 
sation aus Alkohol (2,7 g) die spezifische Drehung — 12,77”, 

0,3940 g Substanz. Gesamtgewicht der Lisung 7,4208 g. Spez. Gew. 
1,0181. Prozentgehalt 5,309. Drehung bei 12° im 2-dm-Rohr bei Auer- 
licht 1,38° nach links. Also [«]'} = —12,77°. 

Das aus der Mutterlauge der Brucinkristallisation wieder- 
erhaltene Natriumsalz (5,92 g) erwies sich als ganz schwach 
linksdrehend. 

Kristallwassergehalt der aus 96°%jigem Alkohol kri- 
stallisierten Natriumsalze. Das inaktive Salz verlor wihrend 
1 1/, stiindigen Trocknens bei 100° im Vakuum 15,36°/o seines 
Gewichts, das Linkssalz 15,14°/o, das Rechtssalz 15,28°,. 
Berechnet fiir 2 Mol. Kristallwasser 15,12°/o. 


In der oben angefiihrten Arbeit gaben wir der Ansiclit 
Ausdruck, dafi bei der Reduktion der Benzoylpropionsiure 
im K6rper zu Phenyloxybutterséure zuniichst die racemische 
Siure entstehe und dafi von den beiden aktiven Komponenten 
die 1-Saure zum groébten Teil unveraindert ausgeschieden, die 
d-Saure aber weiter abgebaut werde. Herr F. Knoop in 
Freiburg teilte uns. brieflich mit, da} er nicht dieser Meinung 
sei, vielmehr eine asymmetrische Reduktion fiir wahrscheinlich 
halte, bei der die Ketosiure ihrer ganzen Menge nach zur 
1-Oxysiiure werde. Wir miissen uns dieser Ansicht anschliefien. 
Unser eigener in jener Arbeit mitgeteilter, mit racemischer 
Phenyloxybuttersiiure am Hund angestellter Versuch sprichit 
schon dafiir. Dieser Hund schied nach Eingabe von 2,9 g 
des Natriumsalzes 1,3 g = 44,8°/ aus, also prozentisch un- 
gefiihr dieselbe. Menge, welche in dem Versuch am Menschen 
nach Zufuhr von Benzoylpropionsiiure erhalten wurde. Wir 
fanden hier nach KEingabe von 15 g_ benzoylpropionsauren 
Natrium (welche 15,15 g phenyloxybuttersaurem Natrium ent- 
sprechen) 6,89 g phenyloxybuttersaures Natrium, d. h. 45,5 °/o. 
Das vom Hunde ausgeschiedene Natriumsalz war. aber nicht 
das Salz der reinen Linkssiure, sondern es wurde auch in- 
aktives Salz ausgeschieden, denn die spezifische Drehung einer 
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Fraktion betrug —11,91°, die einer andern nur —9,7°. Es 
waren also hier beide aktiven Komponenten abgebaut, wenn 
auch die rechtsdrehende in gréBerer Menge. Dasselbe Er- 
gebnis hatte ein Versuch am Menschen. Ein erwachsener 
Mann nahm 5 g racemisches Natriumsalz. Die Verarbeitung 
des Harns geschah in der friiher beschriebenen Weise. Die 
Gesamtausbeute an noch nicht ganz reinem Natriumsalz be- 
trug 2,5 g, d. h. 50°/o. Von den beim Umkristallisieren er- 


haltenen Fraktionen zeigte die eine (0,95 g) [x]'} = —10,93°, 
eine andere (0,33 g) [2]'}° = —10,30°, eine dritte (0,42 g) 
[a], — ow 2,61 5 


Mit diesen Beobachtungen ist unsere friihere Annahme, 
daB bei der Reduktion der Ketosiure zunichst die racemische 
Oxysiiure entstehe, unvereinbar. Es mufi vielmehr ausschlief}- 
lich die Linkssiiure gebildet worden sein. 

Die Benzoylpropionsadure verhalt sich also in dieser Be- 
zichung ebenso wie die Phenylglyoxylsaiure und die Oxypheny]l- 
brenztraubensaure,. welche auch beide im Ko6rper ihrer ganzen 
Menge nach asymmetrisch reduziert werden. Fiir die Phenyl- 
slyoxylsiiure ist das von Neubauer’), welcher einen solchen 
Vorgang zum erstenmal beobachtete, festgestellt worden. Sie 
erscheint, dem Hunde eingegeben, als Mandelsiure, und zwar 
als reine |-Mandelsaure, wie die spezifische Drehung zeigte. 
Dai d-Mandelsiure gar nicht gebildet wurde, konnte dadurch 
bewiesen werden, daf} eingefiihrte i-Mandelsiiure im wesent- 
lichen als solche oder als schwach rechtsdrehende ausgeschieden 
wird, 

p-Oxyphenylbrenztraubensiure erscheint nach Aufnahme 
durch den Mund im menschlichen Harn als d-Oxyphenylmilch- 
siure*) (Suwa’)), nach subkutaner Zufuhr im Hundeharn als 
|-Oxyphenylmilchsiure (Kotake und Matsuoka‘)). Die spezi- 


') Deutsches Arch. f. klin, Medizin Bd. 95, S. 238 (1909). 

2) Kotake und Matsuoka konnten nach subkutaner Zufuhr aus dem 
Harn des Menschen keine Oxyphenylmilchsiure erhalten (Diese Zeitschr. 
Bd. €9, S. 475). 
3) Diese Zeitschr. Bd. 72, S. 113 (1911). 
4) Diese Zeitschr. Bd. 89, S. 475 (1914). 











